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Uber Carbonylbisaminosduren und ihre Umwandlungs- 
produkte. 
Von 


F, Wessely und M. John. 





(Aus dem II, chemischen Universitdtsinstitut Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1527.) 


In einer spiteren Mitteilung werden wir genauer auf eine 
neue Reaktionsart bei der friiher von dem einen von uns be- 
schriebenen Pyridinzersetzung') der «-Amino-N-carbonsiiure- 
anhydride eingehen. Es entstehen bei dieser Zersetzung aus 
Phenylalanin-N-carbonsaiureanhydrid und aus Glycin-N-carbon- 
situreanhydrid neben den héhermolekularen Substanzen iither- 
lésliche Kérper von relativ geringem Molekulargewicht, deren 
Untersuchung erwihnenswerte Erscheinungen zutage treten lieb. 

Aus Phenylalanin-N-carbonsiureanhydrid wurden zwei 
Substanzen (H und J des Schemas 2 erhalten). H ist in einer 
Ausbeute von 40°/,, J in einer solchen von 10 °/ 
rohen Atherextrakt zu gewinnen. 

Kir H ergibt sich nach der Analyse die Bruttoformel 
C,,H,,0,N,. Nach der Aquivalentgewichtsbestimmung ist die 
Substanz eine einbasische Siiure. Beim Kochen mit 1/n-NaOH 
bilden sich zwei isomere zweibasische Siuren der Brutto- 
formel C,,H,,O,N, (B und C), denen zwei Ester (D und K) 
entsprechen. 


) aus dem 


In der fraglichen Verbindung H miissen nach den Analysen- 
ergebnissen zwei Phenylalaninreste enthalten sein, deren einer 
die freie Carboxylgruppe triigt. 


') F. Wessely u. F. Siegmund, Diese Zs. Bd. 159, S. 102 (1928). 


Hoppe-Soyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXX. 12 





COOH-CH-N<C,,H,NO, 
| 
CH, C,H. 
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Der noch autzuklarende Rest C,,H,O,N enthalt nebe: 
dem zweiten Phenylalaninrest C,H,ON noch eine CO-Grupye 


von der es wahrscheinlich war, daB sie die Verkniipfung de 
beiden N<-Gruppen, die so maskiert sind, daB der Verbindune 
jeder basischer Charakter fehlt, iibernimmt. 
gruppe des zweiten Phenylalaninrestes kénnte dann mit dem 
N-Atom des ersten Phenylalanins einen Hydantoinring, ent. 
sprechend dem Formelbild III des untenstehenden Schemas | 


bilden. 


Schema I. 


CH, C,H, 

| 
NH-CH-CO-00,H, 
/ * 


la Mesoform vas — 
NH-CH-CO-0C,H, 
CH, -C,H, 


| Verseifung 


Y 
CH,-°C,H,; 
| 
/NH-CH-CO-OH 
Ila Mesoform co¢ } I] 


\NH-CH-CO-OH 
| 
CH, -C,H, 


| Erhitzen 
mit H€] 

Y 
CH,- C,H, 

HO-OC-CH* 
y f ae 
Ila Racemform ys P, CO 
CO. - 


| 
\nu —CH* 

| 

CH, -C,H, 


* Asymmetrische C-Atome. 


Ib Racemform 


IIb Racemform 


Die Carbon \- 





Cy! 1,,0,N, 


CyoHa.N,0; 


Illb Racemforn 
CoH N20, 
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Die Verbindung II] enthalt zwei ungleichartig asymme- 
trische C-Atome und die Verbindung H wire als eine der 
beiden méglichen Racemformen (Illa oder IIIb) zu betrachten. 
3ei der Aufspaltung mit Alkali ist als erste Stufe die Loésung 
der CO—N-Bindung an der punktierten Linie zu erwarten. 
Dabei sollte, bei AusschluB sekundarer Umwandlungen sterischer 
Natur an den beiden asymmetrischen C-Atomen eine der 
beiden mdglichen Formen des Carbonylbisphenylalanins (Ila 
oder IIb) entstehen. Da wir zwei isomere Siuren der fiir I] 
berechneten Bruttoformel erhielten, war die Vermutung nahe- 
liegend, daB auch an den Asymmetriezentren Umlagerungen 
elngetreten seien. 

Die Synthese der zu erwartenden Spaltsiiuren brachte in 
die vorliegenden Verhiltnisse Klirung. 

Nach den Erfahrungen EK. Fischers?) sollte durch Kin- 

') E. Fischer stellte auf diese Weise den Carbonyl-bisglycinester 
und das Carbonyl-bisglyeylglycin dar. Chem. Ber. Bd. 34, 8. 433 (1901); 
Bd. 85, 8. 1095 (1902). 


12° 
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wirkung von Phosgen auf Phenylalaninathylester der Carbony]- 
bisphenylalaninester I entstehen. Wir erhielten bei diese; 
Reaktion eine Substanz A, deren Analyse vollkommen fijy 
die Formel I sprach, deren unscharfer Schmelzpunkt aber aut 
ein Isomerengemisch hinwies. 

Bei Betrachtung der Formel I ergibt sich, daB die Ver- 
bindung, die zwei gleichartig asymmmetrische C-Atome ent. 
hilt, in zwei aktiven, einer Racem- und einer Mesoform 
existieren muB. Da bei der Synthese mit dem Auftreten optisch 
aktiver Modifikationen nicht zu rechnen war, konnte A nur 
ein Gemisch von la und Ib darstellen. Es gelang uns 
nicht, das Estergemisch direkt in die beiden Komponenten zu 
trennen. Bei der Verseifung von A mit Lauge wurden aber 
zwei Siuren B und C erhalten, deren Bruttoformel fiir die 
Verbindung II sprechen. Die aus B und C dargestellten 
Ester D und E sind nach ihren Eigenschaften vdllig ein- 
heitliche Kérper (die Depression beim Mischschmelzpunkt be- 
weist ihre Verschiedenheit) und es miissen den beiden Estern 
die Racem- bzw. Mesoform I zugesprochen werden. 

Die synthetisch erhaltenen Saéuren B und C sind nun 
identisch mit den friiher erwihnten Spaltsiiuren aus dem 
‘itherléslichen Produkt H. Es bestitigt sich somit, dab in 
JN< 
NAN < 
ist und es ist auch jetzt die Méglichkeit gegeben, die An- 
nahme einer Hydantoinstruktur fiir H zu priifen; als su)- 
stituierte Ureidosiiure muB eine Verbindung der Formel |! 
beim Kochen mit Sauren in das Hydantoin III iibergehen. 

Dies ist nun tatsichlich der Fall und das aus der syn- 
thetischen Siure C erhaltene Hydantoin F erwies sich in 
allen Punkten identisch mit H. Auch die Siure B gibt 
mit Salzsiure erhitzt ein Hydantoin G, das von H ver- 
schieden, aber identisch mit dem zweiten aus Phenylalanin- 
N-carbonsiiureanhydrid erhaltenen iitherléslichen Koérper J zu 


dieser Verbindung die Atomgruppierung CO enthalter 


sein scheint.') 


') J wurde bisher nur bei einer bestimmten Aufarbeitung des 
Atherrohproduktes, bei der mit verdiinntem Alkali gearbeitet wurde, 
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Es ist auch zu erwarten, daB aus den beiden isomeren 
Siuren Ifa und I1b zwei Racemformen des Hydantoins ent- 
stehen miissen, da ja die Gleichartigkeit der asymmetrischen 
C-Atome bei Ila durch den RingschluB aufgehoben wird. 

Fiir den Beweis, da{B dem Koérper H die Struktur II] 
einer 5-Benzyl-hydantoin-3-f8-phenylpropionsiure zu- 
komme, waren noch die eigentiimlichen Spaltungsreaktionen 
am synthetischen Produkt F nachzupriifen. Diese Versuche 
ergaben in Ubereinstimmung mit dem Hydantoin H ebenfalls die 
beiden isomeren Séuren B und ©, so dab die anfangs geiuBerte 
Vermutung, dab bei der Aufspaltung auch Verinderungen am 
asymmetrischen C-Atom bewirkt werden, sichergestellt wird. 

Auch das synthetisch dargestellte Hydantoin G gibt bei 
der Alkalispaltung die beiden isomeren Sduren B und C. 

Diese eben beschriebenen sterischen Veriinderungen sind 
nicht bloB bei der Aufspaltung der Hydantoine beobachtet 
| worden, sondern auch bei der Verseifung der Ester D und E. 
Jeder dieser Ester gibt bei der Verseifung die beiden isomeren 
Siuren B und C nebeneinander. Es stellt sich vermutlich ein 
Gleichgewicht ein, iiber dessen Lage wir noch keine quanti- 
tativen Angaben machen kénnen. 

Bei der Verseifung von A legen die Verhialtnisse derart, 
daB die dabei resultierenden Siuren B und C nicht nur durch 
direkte Verseifung der entsprechenden Ester, sondern auch 
aus den isomeren Kstern entstehen. Daf A ein Gemisch 
der Kster D und E ist, wurde dadurch bewiesen, dab bei 
der Behandlung von A mit Salzsiure die beiden isomeren 
Hydantoine F und G nebeneinander entstehen. Dazu ist durch 
besondere Versuche sichergestellt worden, daB die reinen Ester D 
und K bei dieser Behandlung in keinem nachweisbaren Be- 
trage in die isomeren Hydantoine iibergehen. 

Wie die beiden Racemformen Illa und IIIb auf die eben 


erhalten und es muB erst festgestellt werden, ob es schon im Roh- 
produkt enthalten, oder erst durch eine Umlagerung aus H, das be- 
stimmt primir vorhanden ist, entsteht. 

Anm. bei d. Korr.: Es wurde durch besondere Versuche festgestellt, 
daB J schon in dem rohen Atherextraktionsprodukt enthalten ist. 
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beschriebenen Hydantoine F und G aufzuteilen sind, blei}) 
ebenso ungewif, wie die Zuteilung der Mesoform Ila und de; 
Racemform IIb auf die Séiuren B und C, eine Frage, die erst 
durch Spaltungsversuche von B und C in die optischen Anti- 
poden entschieden werden kann. 

Aus dem Bisherigen geht bloB der genetische Zusammen- 
hang der Siuren der Form [1 und der Hydantoine der Form II] 
hervor. Es mag hier auch erwihnt werden, daB wir bei Vor- 
versuchen an den freien Saiuren eine ahnliche Umlagerung, wie 
wir sie fiir die Kster und die Hydantoine beschrieben haben, 
nicht beobachten konnten. 

Das a&therlésliche Produkt aus Glycincarbon- 
siureanhydrid, von dem es wahrscheinlich war, daB es auci 
der K6rperklasse der Hydantoine angehére, haben wir ais 
identisch mit der Hydantoin-3-essigsiure IV ge- 
funden. Die letztere wurde durch Salzsiurebehandlung des 
Carbonyl-bis-glycins, das aus dem von E. Fischer beschriebenen | 
Carbonyl-bisglycinithylester durch Verseifung erhalten wurde. 
dargestellt. 

/NH-CH,-COOC,H, /NH-CH,- COOH 

CO : 


s at 
NH-CH,-COOC,H, NH-CH,-COOH 
CH,- COOH 


| 
A ——~£0 





Verseifung 


Kochen 


mit HCl” we ) iv. | 
NH —CH, | 
Ks mag erwahnt werden, daB schon von Morel?) au 
anderem Wege ein Carbonyl-bisglycin dargestellt wurde, das 
aber ganz andere Eigenschaften zeigen soll als das yon uns 
dargestellte Produkt, an dessen Identitit nach der Darstellung 
und den Analysen kein Zweifel sein kann. 
Kine Hydantoin-3-essigsiure, die mit unserer Verbindung 
identisch zu sein scheint, beschreibt schon Johnson?) de! 
diese Verbindung im Laufe seiner Untersuchungen iiber ,, Poly- 








1) A. Morel, ©. R. Bd. 143, S. 119 (1908). 
*) Treat B. Johnson u. Alice G. Renfrew, Chem. Zbl. 1925, |, 


S. 1309. 











I= —-; 
NN OL LLELLOL SLL ALICE LE LOD ELLY 





Uber Carbonylbisaminosiuren und ihre Umwandlungsprodukte. 173 


peptidhydantoine“ auf ziemlich kompliziertem Wege dar- 
gestellt hat. D. Hahn’) beschreibt die Synthese von ,,Tyrosyl- 
alaninhydantoin* nach der Methode von Johnson durch Kin- 
wirkung von ¢-Brompropionsiureester auf Oxy-benzylhydantoin. 
Dieses ,,l'yrosylalaninhydantoin“ existiert ebenfalls in zwei 
isomeren F'ormep, was auch zu erwarten ist, da diese Substanz 
wegen der Gegenwart zweier asymmetrischer C-Atome in zwei 
Racemformen auftreten kann. Diese Hydantoine wurden von 
den genannten Autoren nicht der Alkalispaltung unterworfen, 
so daB die von uns beobachteten Umlagerungserscheinungen 
nicht gefunden wurden. 

Fiir die Untersuchungen der ,,Polypeptidhydantoine“ ist 
bei Johnson der Gedanke wegleitend, da& méglicherweise mit 
einer Beteilung derartiger Verbindungen am Aufbau des Eiweib- 
molekiils zu rechnen sei. 

Wir wollen die von uns beschriebenen Verbindungen nicht 
von diesem Standpunkte aus werten, sondern fiihren sie einst- 
wellen nur zur Vervollstindigung der bisher beschriebenen Um- 
setzungsmoglichkeiten der «-Amino-N-carbonsaiureanhydride an. 


Versuche., 


Atherlésliche Substanzen H und J aus dem Pyridinzersetzungs- 
produkt des Phenylalanin-N-carbonsaureanhydrids. 


Uber die Isolierung aus dem itherléslichen Rohprodukt 
werden wir spiter berichten. In einem Versuche wurden aus 
0,18 g¢ Rohprodukt 0,08 g der Substanz H und 0,02 g der 
Substanz J erhalten. Diese Zahlen beziehen sich auf die vollig 
reinen Koérper, zu deren Darstellung éfteres Umkrystallisieren 
notwendig ist, wobei gréBere Verluste unvermeidlich sind, so 
daB die angegebenen Ausbeuten nur Minimalwerte darstellen. 

Der Koérper H krystallisiert aus 20°/, Essigsiiure oder 
aus wiBrigem Alkohol in farblosen Nadeln, die bei 228—229” 
\unkorr.), 284—235° (korr.) schmelzen. Er ist ziemlich schwer 
léslich in heiBem Wasser, verdiinnter Hssigsiiure und Ather, 
unléslich in Petroliither. 


— 


) D. Hahn u. E. Gilmann, Chem. Zbl. 1926, I, 8, 1559. 
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Eigentiimlich ist sem Verhalten gegen Lauge; wihren( 
er sich in 7/,,n- und ?#/,,n-NaOH leicht und rasch lést, is; 
er in 1/n und starkeren Laugen nur schwer in Lésung 7. 
bringen. Erst in der Hitze lost er sich unter Veranderung. 
Schwer ldslich ist er auch in Salzséure (verdiinnt oder kon. 
zentriert) und setzt der Hydrolyse mit dieser groBen Wider. 
stand entgegen. Zur Analyse wurde bei Zimmertemperatu: 
und 0,05 mm getrocknet. 

4,735 mg Substanz gaben 11,72 mg CO, und 2,45 mg H,0O. 


4,838 mg . » 11,93 mg CO, ,, 2,42 mg H,O. 
2,682 mg is » 09,190 eem N-Gas bei 21° und 752 mi 
3,165 mg ke » 0,280cem N , , 28° , 758 mm 
9,419 mg - verbrauchten 1,21 cem 3/,, n-NaQH. 


Eine Lésung von 5,258 mg Substanz in 70,94 mg Pyridin (in 1000 ¢ 
74,22 g) war isotonisch mit einer 0,22 n-Lésung von Azobenzo} ia Pyridin 
Fiir C,,H,,0,N, Ber. C 67,4°%, HH 5,86% N 8,29%, 

Aquiv.-Gew. = Mol.-Gew. 338,2. 
Gef. C 67,5 °%, H 5,79 %, ss 
, 67,27 » 5,6 ais 
— _ N 8,14 ° 
», 8,36 


10 
Aguiv.-Gew. 350,3 Mol.-Gew. 37,4. 
Den K6érper J haben wir nur in sehr kleiner Meng: 
isoliert; er ist in den fiir H angegebenen Loésungsmitteln 
leichter loslich, was seine Abtrennung ermoglicht. Er krystalli- 
siert in feinen, zu Biischeln vereinigten Nadeln, die beim [r- 
hitzen im Capillarrohr zwischen 90° und 100° sintern, dann 
wieder fest werden, um bei 170° (korr.) zu schmelzen. Weger 
der geringen Menge, die uns zur Verfiigung stand, wurde noc! 
keine Analyse vorgenommen.') Doch spricht die Gleichheit dex 
Léslichkeitsverhiltnisse, der Krystallform, des Schmelzpunkts 
der Substanz J mit dem spiter zu beschreibenden Hydantoin & 
fiir deren Identitiit. Der Mischschmelzpunkt der beiden eber 
erwihnten Kérper liegt bei 169,5° (korr.). 


Alkalispaltung der Substanz H. 


0,08 g des reinen Produktes wurden mit 1,1 com 1/n-NaOQH 
20 Min. zum Sieden erhitzt, wobei alles in Lésung ging. Nach 


1) Anm, bei d. Korr.: Die mit mehr Material durchgefiihrte Analy> 
ergab die fiir das Hydantoin G berechneten Werte. 
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dem Erkalten wurde mit dem Siuredquivalent versetzt und 
die in schénen weifben Nadeln ausgefallene Siure iiber P,O, 
bei 0,1 mm und 40° getrocknet. Die Ausbeute betrug 0,072 g. 
Die Rohsiiure schmilzt bei 192° (unkorr.) unter Aufschiumen. 
Diese Siure wurde aus 20°/, Essigsiure umkrystallisiert und 
die beim Erkalten ausgefallenen Nadeln (0,088 g) abfiltriert. 
Sie zeigte den Schmelzp. 204—-205° (unkorr.) unter stiirmischem 
Aufschitumen; erneutes Umkrystallisieren brachte den Schmelz- 
punkt auf 206—207° (unkorr.), 211—212°(korr.) von Siure C. 
Zur Analyse wurde bei 50° und 0,1 mm getrocknet. 
4.781 mg Substanz gaben 11,220 mg CO, und 2,29 mg H,O. 


2,597 mg " » 0,189 cem N-Gas bei 21° und 742,5 mm. 
8,135 mg . verbrauchten bei der Titration 2,07 cem '/,, n- 
NaOH. 
Fir C,,H,.O,N, Ber. C 64,01 °/, H 5,66 °, N 7,87 °/, 
Aquivy. Gew. 178,1. 
Gef. C 64,02 °/, H 5,36 °/,, N 8,25 °, 


Aquiv.-Gew. 177. 

Das essigsaure Filtrat dieser Saiure wurde im Vakuum 
iiber H,SO, und NaOH abgedunstet und die ausgefallenen 
Krystalle (0,02 g) bei 60° und 0,1 mm getrocknet. Sie zeigten 
ohne weitere Reinigung den Schmelzp. 181,5° (unkorr.), 185° 
‘korr.) unter Aufschdumen, das aber schwiicher ist als das der 
héher schmelzenden Siure. Nach dem Umkrystallisieren aus 
Wasser finderte sich der Schmelzpunkt nicht. Aus dieser 
Siure B haben wir mit Diazoiithan den Athylester dargestellt, 
der bei 140° (korr.) ohne Zersetzung schmolz. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem Athylester der spiter beschriebenen 
synthetisch erhaltenen Siiure B lag bei 140° Dadurch ist 
deren Identitiit festgestellt. 


Synthese der Spaltsiiuren Bund C (Carbonylbisphenyl- 
alanin). 
a) Rohester A. 

1,5 g¢ Phenylalaninithylester wurde in 8 ccm Benzol ge- 
list und langsam mit 1 cem einer 20°/,igen Phosgentoluollésung 
versetzt. Nach kurzem Erwirmen auf dem Wasserbade wurde 
die klare Liésung im Vakuum zur ‘Trockne gebracht. Der 
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Riickstand wurde zur Entfernung des Esterchlorhydrates mit 
Wasser gewaschen und der krystallinische Riickstand aus 
wiBrigem Alkohol oder Benzol—Petrolithergemisch umgelist. 
Die Ausbeute war fast quantitativ. Der Schmelzpunkt is: 
sehr unscharf. Die Substanz sintert ab 112° und ist erst bei 
129° (korr.) klar geschmolzen. Auch diteres Krystallisieren 
‘inderten den Schmelzpunkt nicht wesentlich. Die Analysen 
stimmen sehr gut auf den erwarteten Ester. 
4,985 mg Substanz gaben 12,240 mg CO, und 2,96 mg H,0. 


4,862 mg 9 » 11,960 mg ., » 2,899 me ,, 
3,315 mg is “ 0,199 eem N-Gas bei 22° und 747,5 mm 


2,388 mg 9 ; 
Fir C,,H,,0,N. 
Ber. C 66,959,  H 6,85°/, N 6,809,  C,H,O 21,83%). 
Gef. ,, 66,97 ,», 6,65 » 8,83 « wet 
» 67,07 y 6,65 
Da es nicht gelang, das Rohprodukt in seine Bestand- 
teile zu zerlegen, wurde es direkt der Verseifung unterworfen. 


2,736 mg AgJ. 


b) Verseifung von A. 

1,5 g¢ nicht.weiter gereinigtes Rohprodukt A wurde mit 
10 cem 1/n-NaOH ?/, Stunde gekocht, wobei alle Substanz in 
Lésung ging. Dann wurde in der Siedehitze mit dem Siaure- 
iquivalent versetzt. Die ausgefallenen Krystalle wurden mit 
Wasser gewaschen und bei 20° und 0,1 mm getrocknet. Die 
Ausbeute an dieser Substanz a, die bei 185—186° unter Aut- 
schiumen schmolz, betrug 1,06 g. In der Mutterlauge blieben 
0,16 g einer bei 180° (unkorr.) schmelzenden Siure. 

Die Substanz a lieB sich durch Umkrystallisieren aus 
20°/,iger Kssigsiure und Wasser in zwei Fraktionen zerlegen: 


in 0,382 g der reinen Siure C und 0,4 g der reinen Saéure B. 


Die Siure C krystallisiert in langen Nadeln, die be! 
0,5 mm und 20° getrocknet wurden. Sie ist schwer léslich i 


kaltem Wasser und Ather, leicht in Alkohol und Hisessig. 


Die Siure ist nicht hygroskopisch und schmilzt bei 206—207' 


(unkorr.), 211—212° (korr.) unter Aufschiumen. 


4,958 mg Substanz gaben 11,60 mg CO, und 2,50 mg H,0O. 
4,052 mg - - 0,284 eem N-Gas bei 18° und 744 min 
6,196 mg ‘ verbrauchten 1,67 cem '/,, n-NaOH. 
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Fiir C,,H,,0;N, 
Ber. C 64,00°/, H 5,66°/, N 7,87 °/, Aquiv.-Gew. 178,1 
Gef. ,, 63,83 1» 3,64 » 8,05 1 


Die Saure B ist in den fiir die Siure C angegebenen 
Lésungsmitteln leichter léslich. Sie krystallisiert aus Wasser 
in zu Biischeln vereinigten Nadeln, manchmal auch in langeren 
Nadeln. Sie enthalt in lufttrockenem Zustand Wasser, das 
den Schmelzpunkt aber kaum beeinflug8t. Dieser liegt nach 
dem Trocknen bei 181,5° (unkorr.), 185° (korr.), vorher bei 180°. 
Zur Analyse wurde bei 0,05mm und 70—80° getrocknet. Der 
Wassergehalt ist nicht konstant. Die getrocknete Siure ist 
hygroskopisch, Die Analysen beziehen sich auf die getrocknete 
Substanz. 

4,447 mg Substanz gaben 10,47 mg CO, und 2,25 mg H,0O. 


4,555 mg ‘i » 1064mg , , 2,24mg_ , 
3,710 mg ‘ ‘ 0,257 cem N-Gas bei 21° und 747 min. 
10,620 mg - verbrauchten 2,52 cem '/,, n-NaOH., 


Fiir C,,H,,.O,N, 


Ber. C 64,019, H 5,669), N 7,87°%, Aquiv.-Gew. 178,1 
Gef. ,, 64,23 5,67 » Tae 189,7 
,, 63,73 DDO 


Darstellung der Athylester der Siuren B und C. 
Die Siuren wurden in wenig Athylalkohol gelést und mit 
einer iitherischen Lésung von Diazoiithan bis zur bleibenden 
Gelbfirbung versetzt. Das Lésungsmittel wurde abgedampft 
und der Riickstand aus wiBrigem Alkohol umkrystallisiert. 
Aus 0,l1 g der Siure C wurden 0,09 g Ester er- 
halten. Er krystallisiert in schénen Stiibchen, die bei 0,1 mm 
und Zimmertemperatur iiber P,O, getrocknet wurden. Sie 
schmolzen bei 144—145° (korr.) 


4,710 mg Substanz gaben 11,57 mg CO, und 2,92 mg H,0O. 


2,746 mg a - 0,170 cem N-Gas bei 24° und 742 mm 
Fir C,,H..0,N, Ber. C 66,95°/, H 6,85°/, N 6,80°/, 
Gef. ,, 67,01 5, 6,94 » 6,95. 


Aus 0,095 g der Siure B wurden 0,087 g Ester D 
erhalten. Kr krystallisiert in feinen verfilaten Nidelchen, die 
bei 40° und 0,1 mm getrocknet, den Schmelzp. 140° (korr.) 
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zeigten. Die Substanz enthalt kein Wasser und ist auch zum 
Unterschied von der freien Saure nicht hygroskopisch. Der 
Mischschmelzpunkt mit dem Ester EK ergibt eine starke Depres- 
sion; die Mischung sintert bei 120° und ist bei 125° klar ge. 
schmolzen. 

4.750 mg Substanz gaben 11,64 mg CO, und 2,85 mg H,0O. 


2,928 mg " - 0,172 ecm N-Gas bei 16° und 742 mm. 
Fir C,,H,,0;N. Ber. C 66,95°/, H 6,85°!, N 6,80°/, 
Gef. ,, 66,85 , 6,70 4 817 


Verseifung und Umlagerung der Ester D und EK. 

Die Kster wurden mit 2?/, Mol NaOH bis zur Liésung ge- 
kocht, dann mit dem Séureiiquivalent versetzt und _filtriert. 

Aus 0,2 g des Esters EK wurden 0,17 g einer Saure er- 
halten, die nach dem T'rocknen bei 0,1 mm und 45° bei 192 
bis 194° schmolz. Durch 6fteres Umkrystallisieren aus Wasser 
und 20°/,iger Essigsiure, wie oben beschrieben, wurden 0,09 g 
einer Sdure vom Schmelzp. 205—206° (unkorr.) erhalten, die 
identisch ist mit der Séure C und 0,05 g einer Saure vom 
Schmelzp. 181°, der nach der Analyse die Bruttoformel C,,H,,0,%, 
zukommt und die identisch ist mit der Saure B. Zur Analyse 
wurde bei 70° und 0,1 mm getrocknet. 





5,050 mg trockne Substanz gaben 11,86 mg CO, und 2,64 mg H,0. 
Gef. C 64,07°, H 5,85 °/, | 
Aus 0,056 g des Esters D wurden 0,05 g eines bei 188" | 
schmelzenden Gemisches erhalten, das sich auch durch O6fteres 
Umlésen in die reinen Siuren B und C trennen lief. 


Synthese der isomeren 5-Benzyl-hydantoin- 
3-3-phenylpropionséuren und deren Umwandlungen. 


a) Hydantoin F. 

0,11 g der Siure C wurden in einem Gemisch gleicher 
Volumsteile HCl (D. 1,19) und Kisessig in der Hitze gelist 
und 1 Stunde unter Riickflu8 gekocht. Beim Abkiihlen schieden 
sich 0,08 g farbloser, prismeniihnlicher Nadeln aus, die bel 
0.1 mm und 50° getrocknet, bei 223° sintern, um bei 227,)° 
(unkorr.) zu schmelzen. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
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20°/,iger Essigsiure war der konstante Schmelzp. 228—229° 
‘unkorr.) erreicht. Die Krystallform und die Léslichkeitseigen- 
schaften sind dieselben wie fiir das atherlésliche Pyridin- 
zersetzungsprodukt des Phenylalanin-N-carbonsiiureanhydrids H. 
Der Mischschmelzpunkt, der bei 228—229° (unkorr.), 234 bis 
235° (korr.) liegt und die Analyse bestitigen die Identitit 
beider Korper. | 

3,130 mg Substanz gaben 0,235 cem N-Gas bei 24° und 741 mm. 

Gef. N 8,41°/, Ber. N 8,29°),. 

Es wurde auch der Athylester dargestellt. 

0,05 g des synthetischen Hydantoins F wurden in sehr 
wenig Athylalkohol gelést und mit einer iitherischen Diazo- 
ithanlésung bis zur Gelbfiirbung versetzt. Der nach dem Ab- 
dunsten des Lésungsmittels verbleibende Riickstand wurde aus 
Benzol—Petrolither umkrystallisiert. Ausbeute 0,05 g vom 
Schmelzp. 148° (korr.) 


3,488 mg Substanz gaben 0,238 cem N-Gas bei 22° und 740 min. 


3,142 mg o 5 2,02 mg AgJ. 
Fiir C,,H,.0,N, Ber. N 17,65°/, C,H;O 12,29°/, 
Gef. ,, 1,68 e 12,33. 


Verseifung des Esters zum Hydantoin F. 


0,03 g des Esters werden mit 20°/, iger HCl unter Zusatz 
von wenig HMisessig, um leichtere Lisung zu erzielen, '/, Stunde 
gekocht. Es begannen sich bald Krystalle abzuscheiden, deren 
Menge nach dem Trocknen 0,024 g (87°/, der Theorie) betrug, 
Schmelzp. 226°, ab 223° Sintern. Aus 20°/, iger Essigsiiure 


umkrystallisiert, wurde der Schmelzpunkt des Hydantoins F 
228—229° (unkorr.) erreicht. 


b) Hydantoin G. 

0,095 g Saiure B wurden in einer HCl-Hisessigmischung 
(1:1) gelést und 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Die 
Lisung wurde im Exsiccator iiber H,SO, und NaOH abge- 
dunstet und der Riickstand aus 20°/, iger Essigsiiure umkrystal- 
lisiert. Es wurden 0,07 g einer Substanz erhalten, die in zu 
Biischeln vereinigten Nadeln krystallisiert. Diese sintern beim 








, 
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Erhitzen im Capillarrohr bei 90—100° werden dann wieder 
fest, um bei 170° (korr.) zu schmelzen. Die tiber NaOH und 
CaCl, bei gewéhnlichem Druck getrocknete Substanz nahm an 
der Luft wieder an Gewicht zu. Die lufttrockne Substanz 
verliert bei 100° Wasser. Bei 100° und 0,5 mm wurde 7,96°,, 
Gewichtsverlust gefunden. Das entspricht einem H,O-Gehait 
von 1'/, Mol Wasser auf die Verbindung C,,H,,O,N,. Aus 
der getrockneten Substanz wird durch Umkrystallisieren aus 
Essigsiiure wieder die urspriingliche Substanz zuriickgewonnen, 

Zur Analyse wurde teils die lufttrockn- Substanz ver- 
wendet, teils wurde diese bei 100° und 0, “a getrocknet 

5,242 mg Substanz verloren beim Trocknen 0,417 mg an Gewicht 
= 708%, 

4,825 mg Substanz bei 100° und 0,1 mm getrocknet gaben 11,95 mg 
CO, und 2,32 mg H,0O. 

5,040 mg lufttrockne Substanz gaben 11,50 mg CO, und 2,58 mg H,0. 


2,950 mg * = 55 0,206 eem N-Gas bei 225° und 


,i1 mm. 
11,085 mg lutttrockne Substanz verbrauchten 1,31 cem */,. n-NaOH. 
ace —~ y 
Fiir C,,H,,0O,N; ; 
Ber. C 67,4°/, Hm 536°), N 8,29°/, Aquiv.-Gew. 3338,2 
Gef. ,, 67,56 » 3,29 5, 8,56 4) a 350.6: 


7 
, 67,631), _- 5,26 


Kis gelingt auch, die beschriebenen Hydantoine direkt 
aus den Carbonyl-bisphenylalaninestern 7 .2ch Behandeln mit 
HCl zu gewinnen. Es tritt dabei keine nachweisbare Unm- 
wandlung in das isomere Hydantoin ein. So wurde aus dem 
Kster E das Hydantoin F in einer Ausbeute von 83°/,, 
dem Ester B das Hydantoin G in einer Ausbeute von 80°. 
isohiert. 

Auch aus dem Ester A wurden bei der Verseifung mit 
HCl die Hydantoine F und G rein isohert. Da nach dew 
obigen Angaben an den reinen Kstern keine Isomerisierungs- 
erscheinungen bei dieser Behandlung auftreten, ist dadurc!) 
nachgewiesen, daB A ein Gemisch von D und E ist. 


aus 


‘’ Die gefundenen Werte beziehen sich auf die bei 100° getrock- 
nete wasserfreie Substanz. 
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Alkalispaltung der Hydantoine F und G., 

Bei der Spaltung des Hydantoins F haben wir dieselben 
Produkte in der gleichen Menge beobachtet, wie bei der schon 
friiher beschriebenen Spaltung des Hydantoins H. 

Ebenso verliiuft die Aufspaltung des isomeren Hydantoins G. 
Aus 0,15 g¢ wurden 0,06 g¢ der Siure C vom Schmelzp. 206° (un- 
korr.) und 0,04g der Siiure B vom Schmelzp. 18!° (unkorr.) er- 
halten. 

Zuerst lost sich das Hydantoin G in der zur Spaltung 
verwendeten * “NaOH klar auf, bald scheidet sich aber ein 
Niederschlag , der erst im Verlauf des Kochens wieder ver- 
schwindet. Es scheint sehr bald die Umlagerung des Hydan- 
toins F in G, dessen Na-Salz in konzentrierterer Lauge un- 
léslich ist, einzutreten. 


Atherlésliche Substanz aus Glycin-N-carbonsiure- 
anhydrid. 

Die Ausbeute an diesem Produkt ist wesentlich kleiner 
als bei dem Phenylalaninderivat, sie betrigt nur 2—3°/,, ob- 
wohl die Aufarbeitung mit weniger Verlusten verbunden ist. 
Wir haben, da die Menge der itherléslichen Substanz sehr 
vering war, zuerst das méglicherweise zu erwartende Hydantoin 
dargestellt und seine Kigenschaften untersucht. Da ‘das syn- 
thetisch dargesteil.> Hydantoin unzersetzt sublimierbar ist, 
wurde das Rohprodukt der Atherextraktion bei 190° und 0,1 mm 
der Sublimation unterworfen, wobei rein weiBe Krystalle er- 
halten wurden, aie bei 195,5° (unkorr.), 201° (korr.) schmolzen. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem spiiter beschriebenen, syn- 
thetisch erhaltenen Hydantoin lag bei 196° (unkorr.), 200,5° (korr.). 
Auch die Analyse ergab, daB dem Produkt die lonstitution 
einer Hy dantoin-3-essigsiure zukomme. 

3,820 mg Substanz gaben 0,608 cem N-Gas bei 24° und 742 mm, 


Fiir C5H,0,N, Ber. N 17,72 % Gef. N 17,86 °, 


Synthese der Hydantoin-3-essigsaure. 
Der Carbonyl-bisglycinithylester, der nach der entsprechend 
modifizierten Vorschrift E. Fischers fir den Carbonyl-bis- 
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glycyl-glycinester dargestellt war’), und der die von E. Fischer 
angegebenen EKigenschaften besaB, wurde mit alkoholischem 
Kali verseift, das K-Salz abfiltriert und mit der ‘quivalenten 
Menge HCl versetzt. Bei lingerem Stehen krystallisierte das 
Carbonyl-bisglycin in schénen Nadeln aus. Aus Wasser un- 
krystallisert, schmelzen die Krystalle bei 204° (unkorr.) unter 
Aufschiumen. Die Ausbeute betrug 50°/,. 
4,650 mg Substanz gaben 5,820 mg CO, und 2,00 mg H,0. 


3,637 mg es » 0,500 cem N Gas bei 22° und 758 mm 
5,500 mg mn verbrauchten 2,89 cem 3/,;n-NaQOH. 


Fiir C,H,0,N, ; 
Ber. C 34,08 °/, H 4,58 °/, N 16,91 *%, Aquiv.-Gew. 88,05 
Get. ,, 34,15 , 4,81 ,» 15,87 : 85,64 
Carbonyl-bisglycin wird am Wasserbade mit konzen- 
trierter Salzsiiure verdampft. Der Riickstand enthilt das Hy- 
dantoin, das aus Alkohol—Ather umkrystallisiert wurde. Ks 
scheidet sich in Form stibchenfoérmiger Krystalle ab, die bei 
195—196° (unkorr.), 201° (korr.) unzersetzt schmelzen. Es isi 
bei 180° und 0,1 mm unzersetzt sublimierbar. 
4,900 mg Substanz gaben 6,850 mg CO, und 1,590 mg H,0. 


2,560 mg . ,» 0,394 cem N-Gas bei 24° und 750 mm. 
8,622 mg Z verbrauchten 2,51 cem 1/,, n-NaOH. 
Fiir C,H,O,N, 
Ber. C 37,96 °%, H 3,83 °/, N 17,72 °/, Aquiy.-Gew. 158 
Fef. , 38,14 , 3,68 , tas ss 154,7 





1) KE. Fischer, a. a. O. 
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Zur Konstitution der Proteine. 
3. Mitteilung. 
Von 
St. Goldschmidt. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1927.) 


In der Darstellung der Kurven in der gleichnamigen Mit- 
teilung') hat sich ein bedauerlicher Rechenjehler eingeschlichen, 
auf den uns zuerst Herr P. Brig] freundlichst aufmerksam ge- 
macht hat. Nach unserer Zeichnung besteht in der Einwirkung 
von Hypobromit auf Carbonyl-diglycyl-glycin ein wesentlicher 
Unterschied, ob man das Material zuerst nach Brigl in Alkali 
list und dann mit Hypobromit versetzt oder sofort in Hypo- 
bromitlauge eintriigt. Dieser Unterschied kommt in Weg- 
fall. Die zahlenmiBigen Ergebnisse fiir unsere Kurve sind 
zwar richtig, aber bei der Darstellung ist die Kurve selbst 
um eine Zehnerpotenz zu niedrig gezeichnet. Beriicksichtigt 
man diesen Fehler, so fillt unsere alte Kurve (III), die wir 
im iibrigen nochmals wiederholt haben (IJ), mit den von Brig! 
erhaltenen Werten (I) im wesentlichen zusammen. 

Das Carbonyl-diglycyl-glycin bildet daher, eine Aus- 
nahme der von uns an vielen Beispielen (Polypeptiden, Benzoyl- 
polypeptiden *), Carbaminosiiuren*)), bestatigten Regel, daB die 
NH-CO-Bindung offener Ketten durch Bromlauge 
nicht angegriffen wird. Dies ist um so verwunderlicher, 
als sowohl der Ester des Carbonyl-diglycyl-glycins*) wie auch 
die Carbamino-derivate der Aminosiiuren*) von Hypobromit 





) Diese Zs. Bd. 165, S. 149 (1927). 

*) Liebigs Ann. Chem. Bd. 456, S. 27 (1927). 

*) Goldschmidt l.c. S. 154. 

*) Brigl, Diese Zs. Bd. 152, S. 230 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXX. 13 
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sehr langsam angegriffen werden. Ob diese Ausnahme fiir das 


Carbonyl-diglycyl-glycin spezifisch ist, oder ob sie mit der 


ureidartigen Bindung zusammenhangt, oder ob sie vielleicht iy 
der Neigung zur Bildung einer Enolform’) begriindet ist, kany 
nur durch weitere Beispiele erhiirtet werden. 
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sromlaugeabbau d, Carbonyl-diglycyl-glycins. 
I. Kurve: vy. Brigl u. Held 
II. Kurve: Alkali O,l-n. Goldschmidt neu 
Ill. Kurve: 0,0l-n. = alt (korrigiert) 
IV. Kurve: Alkali 0,001-n. 


Kurvenbelege. 

Ausfibrung der Titrationen wie friiher beschrieben. 

Kurve II. A. 0,454 n-Hypobromit (Alkali 0,1-n.). 

a) 50,3 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 60 ccm Brow- 
lauge. Je 10ccm verbrauchten nach 21/, Min. 43,8 ccm; nacl 
41/, Min. 43,20 com; nach 61/, Min. 42,5 ccm; nach 91/, Min 
42.05 ccm; nach 131/, Min. 41,55 ccm 0,1 n-Thiosulfat. 





') Auffillig bleibt, dab nach Fischer [Chem. Ber. Bd, 35, S. 109° 
(1902)] eine alkalische Loésung des Carbonyl-diglycyl-glycins Kupfer 
hydroxyd lést und da8 diese Lésung beim Erwiirmen Cuprooxyd 3): 
scheidet. 
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b) 86,4 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 60 ccm der- 
selben Bromlauge. Je 10 ccm verbrauchten nach 1//, Min. 
44,7 com; nach 8 Min. 44,25 ccm; nach 5!/, Min. 43,75 ccm; 
nach 73/, Min. 43,50cem; nach 11 Min. 43,05 cem 0,1 n-Thio- 
sulfat. 

c) 51,8 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 60 ccm der- 
selben Bromlauge. Je 10ccm verbrauchten nach 3 Min. 
43,80 ccm; nach 5 Min. 43,00 ccm; nach 7 Min. 42,55 ccm 
0,1 n-Thiosulfat. 

B. 0,450 n-Hypobromit (Alkali 0,1-n.). 

35,9 mg Carbonyl-diglycyl-glycin werden in 35 ccm 
gelést. Je 10 ccm verbrauchten nach 3'/, Min. 42,55 ccm; 
nach 6 Min. 41,55ccm; nach 11'/, Min. 40,55 ccm 0,1 n-Thio- 
sulfat. 

Kurve IV. 0,4075 n-Hypobromit; Alkaligehalt der Brom- 
lauge vor Zusatz des Carbonyl-diglycyl-glycins 0,01-n.+) 

a) 56,8 mg Substanz in 60 ccm Bromlauge. Je 10 ccm 
der Lésung verbrauchten nach 1'/, Min. 37,95 ccm; nach 
3*/, Min. 36,80 ccm; nach 5?/, Min. 36,00cem; nach 7?/, Min. 
34,95 cem; nach 11!/, Min. 34,10 ccm; nach 131/, Min. 33,35 ccm 
0,1 n-Thiosulfat. 

b)*) 35,5 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 35cem der- 
selben Bromlauge. Je 10 ccm verbrauchten nach 31?/, Min. 
36,40 ccm; nach 61/, Min. 34,80ccm; nach 11 Min. 33,40 ccm 
0,1 n-Thiosulfat. 


') 56,8 mg Carbonyl-diglycyl-glycin verbrauchten zur Salz- 
bildung 8,92 eem 0,1-n. Alkali; der wahre Alkaligehalt war also nur 
0,004-n. 

*) 35,5 mg Carbonyl-diglycyl-glycin verbrauchten zur Salz- 
bildung 2,45 cem 0,1-n. Alkali; der wahre Alkaligehalt war also nur 


0.003-n. 








184 St. Goldschmidt, 


sehr langsam angegriffen werden. Ob diese Ausnahme fiir das 
Carbonyl-diglycyl-glycin spezifisch ist, oder ob sie mit der 
ureidartigen Bindung zusammenhingt, oder ob sie vielleicht in 
der Neigung zur Bildung einer Enolform!) begriindet ist, kann 
nur durch weitere Beispiele erhirtet werden. 
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Bromlaugeabbau d, Carbonyl-diglycyl-glycins. 
I. Kurve: v. Brigl u. Held 
II. Kurve: Alkali 0,l-n. Goldschmidt neu 
Ill. Kurve: Q,0l-n, * alt (korrigiert) 
IV. Kurve: Alkali 0,001-n. 





Kurvenbelege. 

Ausfiihrung der Titrationen wie friiher beschrieben. 

Kurve II. A. 0,454 n-Hypobromit (Alkali 0,1-n.). 

a) 50,3 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 60 ccm Brom- 
lauge. Je 10ccm verbrauchten nach 21/, Min. 43,8 ccm; nacl 
41/, Min. 43,20 com; nach 61/, Min. 42,5 ccm; nach 91/, Min. 
42.05 cem; nach 137/, Min. 41,55 ccm 0,1 n-Thiosulfat. 


') Auffillig bleibt, daB nach Fischer [Chem. Ber. Bd, 35, S. 1095 
(1902)] eine alkalische Lésung des Carbonyl-diglycyl-glycins Kupfer- 
hydroxyd lost und da8 diese Liésung beim Erwiirmen Cuprooxyd ab- 
scheidet. 











Zur Konstitution der Proteine. 185 


b) 36,4 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 60 ccm der- 
selben Bromlauge. Je 10 ccm verbrauchten nach 1?/, Min. 
44,7 com; nach 3 Min. 44,25 cem; nach 51/, Min. 43,75 ccm; 
nach 7/, Min. 43,50ccm; nach 11 Min. 48,05 ccm 0,1 n-Thio- 
sulfat. 

c) 51,8 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 60 ccm der- 
selben Bromlauge. Je 10ccm verbrauchten nach 3 Min. 
3,80 com; nach 5 Min. 43,00 ccm; nach 7 Min. 42,55 ccm 
0,1 n-Thiosulfat. 

B. 0,450 n-Hypobromit (Alkali 0,1-n.). 

35,9 mg Carbonyl-diglycyl-glycin werden in 35 ccm 
gelést. Je 10 ccm verbrauchten nach 31/, Min. 42,55 ccm; 
nach 6 Min. 41,55ccm; nach 111/, Min. 40,55 ccm 0,1 n-Thio- 
sulfat. 

Kurve IV. 0,4075 n-Hypobromit; Alkaligehalt der Brom- 
lauge vor Zusatz des Carbonyl-diglycyl-glycins 0,01-n.}) 

a) 56,8 mg Substanz in 60 ccm Bromlauge. Je 10 ccm 
der Lésung verbrauchten nach 1?/, Min. 37,95 ccm; nach 
3*/, Min. 36,80 ccm; nach 5?/, Min. 36,00ccm; nach 7?/, Min. 
34,95 ccm; nach 111/, Min. 34,10 ccm; nach 131/, Min. 33,35 cem 
0,1 n-Thiosulfat. 

b)?) 35,5 mg Carbonyl-diglycyl-glycin in 35ccm der- 
selben Bromlauge. Je 10 ccm verbrauchten nach 3'/, Min. 
36,40 com; nach 61/, Min. 34,80ccm; nach 11 Min. 33,40 ccm 
0,1 n-Thiosulfat. 


') 56,8 mg Carbonyl-diglycyl-glycin verbrauchten zur Salz- 
bildung 3,92 eem 0,1-n. Alkali; der wahre Alkaligehalt war also nur 
0,004-n. 

) 35,5 mg Carbonyl-diglycyl-glycin verbrauchten zur Salz- 
bildung 2,45 cem 0,1-n. Alkali; der wahre Alkaligehalt war also nur 
0,003-n. 


13* 


























Beitrage zu Synthese und Abbau von Aminosduren. 
Von 
F. Knoop und H. Oesterlin. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Freiburg i. Br. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1927.) 


Bei unseren Versuchen iiber Abbau und Synthese vou 
Aminosiiuren hatte sich eine Anzahl von Fragen ergeben, dene: 
wir in vielen Versuchen nachgegangen sind, tiber die wir hier 
elniges zusammenstellen. In manchen Gebieten haben sic! 
keine greifbaren Resultate erzielen oder leitende Hypothese: 
nicht bestiitigen lassen, wie es oft genug bei physiologischen 
Fragestellungen der Fall ist. Wenn wir trotzdem auch von 
diesen nicht einfach schweigen, so geschieht es zum Teil des- 
halb, weil bisweilen auch negative Ergebnisse etwas aussagen, 
und um andere Mitarbeiter in diesem Gebiet davor zu be- 
wahren, an iihnliche Versuche miihevolle Arbeit zu wenden. 

Bei der Synthese von Aminosiuren aus Ketonsiiuren 
mittels Ammoniak und Wasserstoff haben wir diese beideu 
Faktoren zu variieren versucht. Wir hatten bisher mit einem 
erheblichen Uberschu8 von Ammoniak gearbeitet, in der Idee, 
die intermediiir anzunehmenden Jminosiuren dadurch anzu- 
reichern. Wir haben festgestellt, daB man auch mit 2 Mo! 
Ammoniak das gleiche Resultat erreichen kann. Theoretiscl: 
kénnte man meinen, es wirde méglich sein, bis auf 1 Mo! 
herunter zu gehen. Das ist nicht der Fall. Vermutlich bildet 
sich unter diesen Bedingungen das Ammonsalz der Keton- 
siure. Aber auch wenn man aus diesem Grunde ?/,, Mol 
Ammoniak zulegt, in der Vorstellung, daB einmal gebildete 
Aminosiiure das Ammoniumion sofort freigibt, so daB es fiir 
neue Synthesen zur Verfiigung stehen wiirde, bleibt die Aus- 
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heute erheblich hinter der bei 2 Mol zuriick. Phenylbrenz- 
traubensdure lieferte mit 2 Mol 64, mit 1,1 Mol nur 88—40°/, 
der Theorie. Nachfolgender Zusatz von weiterem Ammoniak 
konnte nunmehr die Ausbeute nur noch um 4 bzw. 3°/, 
steigern. Es liegt also das Optimum der Konzentration héher, 
etwa um 2 Mol herum. ; 

Vermutlich liBt sich mit diesen geringen Mengen yon 
Ammoniak auch aus der aliphatischen Brenztraubensiiure 
Alanin gewinnen. Da sich indessen dieses Gebiets schon Herr 
Skita angenommen hat, so haben wir es fiir unn6tig gehalten, 
die begonnenen Versuche fortzusetzen. 

Hine andere Variation unserer Versuche bezog_ sich 
dann auf das Hydrierungsmittel. Wir haben zu diesem Zweck 
zunaichst Ferrosalz genommen, da ja zur Geniige bekannt ist, 
dab zweiwertiges Eisen in Beriihrung mit- allen médglichen 
organischen Substanzen diese zu reduzieren vermag. In der 
Tat gelang es auch hier Ketonsiure mit Ammoniak und 
einem Uberschlu8 von Hisensulfat, der etwa 11/, Mol H, ent- 
sprechen wiirde, durch Schiitteln in der verschlossenen Pulver- 
flasche zu amidieren. Wir erhielten unter diesen Bedingungen 
aus Phenylglyoxylsiure mit Eisenhydroxyd von der berech- 
neten Menge = 1'/, Mol H, 12°/, Phenylaminoessigsaiure. In 
einem weiteren Fall mit einer Menge Hisensalz = 1 Mol H, 
17°/, der gleichen Substanz, als wir die von den Riickstinden 
absorbierten Mengen noch besser herausholten. In einem 
Kontrollversuch, in dem wir Ketonsiiure und Ammoniak ohne 
Reduktionsmittel schiittelten, schied sich ein gelbes, amorphes 
Pulver aus, das in Wasser und verdiinnten Sauren unléslich 
war, aber Aminosiiure lief sich auch nicht in Spuren isolieren, 
dagegen in allen Fillen reichliche Mengen von unverinderter 
Ketonsiure. Auch Phenylbrenztraubensiiure lieferte mit Ferro- 
sulfat 15°/, Phenylalanin. 

Wir nahmen dann einen physiologischen Wasserstoff- 
donator, und wihlten zu diesem Zweck auf Grund der Ver- 
suche von Hopkins mit Glutathion die ungekuppelte Amino- 
siure, das einfache Cystein, ohne Zusatz irgendeines Kata- 
lysators. Wir gewannen so aus 5g Phenylglyoxylsiure mit 
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12 ¢ Cystein durch sechsstiindiges Schiitteln in verschlossene 
Flasche 0,5 g Phenylamidoessigsiiure vom Schmelzp. 256° - 
10°/,.. Wir haben in einem besonderen Versuch das unver- 
brauchte Cystein unter allen “autelen mit 3/,, n-Jodlésung 
titriert, nachdem wir uns vorher iiberzeugt hatten, daB Pheny!. 
glyoxylsiure bei Zusatz von Ammoniak oder Ammoniumjodi(! 
kein Jod verbraucht, wenn die Ketonsiiure ganz rein ist. Da 
gefundene Defizit entsprach der theoretischen Menge Cystein, di 
zur Reduktion der Iminosiiure erforderlich war. 

in weiteren Versuchen haben wir auch Aldehyde un’ 
Ketone zu amidieren versucht; es gestaltet sich aber hier da 
Ergebnis vielfach anders. Von Aldehyden lieferte Benzaldehy: 
70°/, der Theorie an Dibenzylamin. Zimtaldehyd 20°/, 1Di- 
(phenylpropyljamin; Acetaldehydammoniak verhielt sich vol! 
kommen negativ. An Ketonen lieferte Benzophenon 5° 
Benzhydrylamin. Hier wurden nur 40°/, der theoretischer 
Wasserstofimenge verbraucht, ohne da8B der Palladiumkataly- 
sator unwirksam wurde, wie wir besonders feststellten. Aceto- 
phenon, Aceton, Methylithylketon verhielten sich negativ. Ks 
scheint nach all dem, daB gerade «-Ketonsiiuren ein besonders 
giinstiges Material fiir die von uns gefundene Reaktion dar- 
stellen. Das ist einer der Griinde, warum wir glauben, 1 
ihr den Weg der natiirlichen Aminosiiuresynthese gefunde: 
zu haben. 

Siiureamide verhielten sich, wie zu erwarten, bei Zimmer- 
temperatur vollig negativ. Wir versuchten Asparagin und auch 
Glutamin, das wir der Giite Herrn Thierfelders verdankten. 

Weitere Versuche bezogen sich auf die methylierten Amino- 
siiuren, und zwar sowohl beziiglich der Synthese wie des phy- 
siologischen Verhaltens. Bei der Synthese hatten wir beob- 
achtet, da8 in der aromatischen Reihe Methylamin zum Teil 
schlechter, zum Teil gar nicht addiert wurde, da’ Dimethy]- 
amin aber in keinem [all zur Aminosiure fiihrte, und aus 
der letzteren Tatsache wurde geschlossen, daf die Reaktion 
die intermediiire Bildung von Iminosiiuren voraussetzt. Da 
die Méglichkeit bestand, daB gerade in den aromatischen Ver- 
bindungen der Synthese sterische Hindernisse im Wege standen, 
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so haben wir die zugehérige Methyl- und Dimethylaminosiiure 
auf anderem Wege, niimlich iiber die Halogensiiuren mit den 
Aminbasen gemacht. Wir haben alle gewiinschten Substanzen 
erhalten kénnen, so da der Kinwand sterischer Hinderungen 
nicht gelten kann, und die von uns gezogenen Schliisse dadurch 
bestiitigt erscheinen. 

Andererseits ist iiber den Abbau methylsubstituierter 
Aminosiiuren wenig Zuverlissiges bekannt. Friedmann hat 
seinerzeit eine ganze Reihe von aliphatischen Mono- und Di- 
methylaminosiuren dargestellt und verfiittert’), um damit in 
sehr wenig gliicklicher Weise Material gegen die §-Oxydation 
der Fettsiuren zu sammeln, gegen die alle erhobenen Befunde, 
selbst wenn sie zur Isolierung von Abbauprodukten gefiihrt 
hiitten, gar nichts hiitten besagen kénnen. Leider ist es ihm 
nicht gelungen, Oxydationsprodukte der verfiitterten Materialien 
zu fassen; so hat er sich damit begniigt, das Verhiltnis von 
Kohlenstoff und Stickstoff im ausgeschiedenen Harn zu_be- 
stimmen, um daraus Schliisse zu ziehen, die allerdings ent- 
gegen der Logik des Autors zum Teil nicht gegen, sondern 
ebenfalls nur fiir eine §-Oxydation spriichen. Auf eine Iso- 
lierung von Abbauprodukten solcher mono- und dimethylierten 
Aminosiiuren konnte mit mehr Aussicht in der aromatischen 
Reihe gerechnet werden, und deshalb haben wir uns der Miihe 
unterzogen, die dargestellten Substanzen auch auf ihr Ver- 
halten im Organismus zu untersuchen. Wenn Aminosiiuren 


iiber Iminosiuren abgebaut werden, so muBten sich — Um- 
kehrbarkeit vorausgesetzt — die Dimethylaminosiiuren dem 


Abbau gegeniiber genau so resistent erweisen, wie sie sich aus 
Ketonsiiuren und sekundiiren Basen nicht synthetisch gewinnen 
lieBen. Wenn man andererseits durch Belastung der Amino- 
gruppen mit Methylresten den physiologischen Abbau_ er- 
schwerte, so war damit zu rechnen, da der Abbau anders 
verlief, und vielleicht unter Umgehung des substituierten 
¢-Kohlenstoffatoms die Aufspaltung der Kette am #-Kohlen- 
stoffatom herbeifiihrte. Wir haben in der Tat fiir diese Még- 


') Hofmeister, Beitriige Bd. 11, S. 158 (1908). 
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lichkeiten Belege gefunden, wobei allerdings zu beriicksichtiger 
ist, daB GesetzmiBigkeiten schon deswegen kaum_ erwartet 
werden kinnen, weil es sich hierbei um ginzlich unphysiolo- 
gische Substanzen handelt. Das N-Dimethylphenylalanin lief 
keine Spur von itherléslichem Material im Harn erscheinen, 
Kine §-Oxydation unter Bildung von Hippursiure lieB sich 
nicht nachweisen. Es fanden sich vielmehr erhebliche Mengen 
des verfiitterten Materials im Harn wieder vor, die nur schwer 
isoliert werden konnten, da sich Dimethylaminosiuren schlecht 
kuppeln lassen und deshalb tiberhaupt schwer abzutrennen sind. 
Sie zeigen auch ganz andere Léslichkeitsverhiltnisse, sind z. B. 
zum ‘Teil gut léslich in Alkohol. Beim N-Monomethylpheny|- 
alanin fanden wir immerhin Mengen von Benzoesiéure, dic 
dafiir sprachen, da8 eine kleine Menge der verfiitterten Methy)- 
aminosiure aut dem besprochenen atypischen Wege abgebaut 
waren.!) Hier heB sich allerdings von dem verfiitterten Materia! 
nichts wiederfinden, so daB die Hauptmenge der Methylamino- 
siure in der Tat auf dem gleichen Wege iiber die Iminosiure 
abgebaut zu werden scheint, vollkommen entsprechend de 
Befunden bei der Synthese. 

Die Phenyl-methyl-aminobuttersiure verhielt sich anders, 
wie die nicht methylierte Siure. Die einfache Aminosiure 
wird nach unseren fritheren Untersuchungen zu _ erheblichen 
‘Teilen als Acetylaminosiure ausgeschieden. Mit der Méglich- 
keit, daB auch an der methylierten Siure eine Acetylierung 
stattfiinde, haben wir deshalb von vornherein gerechnet und 
waren auch daraut gefaBt, daB etwa iiber die Ketonsiure eine 
Acetylaminosiure ausgeschieden werden kénnte, die keine Methy!- 
gruppe am Stickstoff trug, so wie verfiitterte Ketonsiiure j. 
auch zur Ausscheidung von Acetylaminosiure fithrt. Indessen 
zeigte der Versuch, daB iiberhaupt keine Acetylierung statt- 
findet. Nach Eingabe von 18 g wurden 6,5 g unveriindert aus 
dem Harn zuriickgewonnen. Der Rest war zum Teil iiber dic 





) Diese Reaktion verdient ein gewisses Interesse im Zusammen- 
hang mit der Frage der Adrenalinbildung aus Tyrosin. Es kénnte so 
die Bildung der Hydroxylgruppe in der Seitenkette erklirt werden, fiir 
die bisher eine Analogiereaktion fehlt. 








_> 
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Ketonsiure zur Oxysiiure reduziert worden: es wurden 1,8 g 
aktiver Oxybuttersiure isoliert. Offenbar wird die Monomethyl- 
verbindung nicht acetyliert, und wenn hier iiberhaupt keine 
nichtmethylierte Acetylaminosiiure gefunden wurde, so spricht 
das dafiir, daB die erheblichen Ausbeuten an Acetylaminosiure, 
die man bei Verfiitterung der Aminosiiure erhilt, so zustande 
kommen, daB die Substanz als Iminosiiure acetyliert und 
hydriert wird, daB also die Acetylierung angreift, wibrend der 
Stickstoff noch am Kohlenstoff gebunden ist, und nicht der 
Stickstoff ganz abgespalten und die Ketonsiure sekundir er- 
neut amidiert wird. Sonst hiitte man bei Verfiitterung von 
‘8S g Phenyl-methyl-aminobuttersiure erwarten diirfen, daf 
immerhin fabbare Mengen von Acetylaminosiiure ausgeschieden 
waren, denn jene hatte uns, seinerzeit in der gleichen Menge 
verfiittert, 4,3 ¢ Acetylprodukt geliefert, und der jetzige Ver- 
such wurde unter ganz den gleichen Bedingungen angestellt. 
Wir haben das erwartete Acetylprodukt der methylierten Saiure 
dargestellt und auch dieses verfiittert. Hier wurden aber, 
obwohl nur 8 g verfiittert wurden, 70°/, unverindertes Aus- 
gangsmaterial aus dem Harn zuriickgewonnen. Etwa gebildete 
Acetylprodukte hitten uns nach diesen Feststellungen keines- 
falls entgehen kinnen. | 

Von dem homologen Acetyl-N-Methyl-phenylalanin wurden 
sogar 85°/, aus dem Harn isoliert. Hier wird also die Acetyl- 
sruppe nicht abgespalten und bildet offenbar ein absolutes 
Hindernis gegen die Oxydation, abnlich wie die zweite Methyl- 
gruppe der Dimethylverbindung. 


Weitere Versuche galten der Frage einer Glykokollbildung 
aus Glutaminsiure, wie wir sie friiher erértert haben.’) Der 
Abbau der Glutaminsiure kann, wenn man annimmt, da’ immer 
ein Carboxyl den Ort des Angriffs bestimmt, als Dicarbonsiiure 
einmal yon der Seite des Carboxyls angegriffen werden, dem 
die Aminogruppe benachbart ist. Dann wiirde iiber Keto- 
slutarsiure Bernsteinsiure entstehen. Nimmt man an, dab 


1) Diese Zs, Bd. 89, S. 151 (1914). 
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die Glutaminsiiure in das Kiwei8 nach dem Schema einer lange, 
Kette von Glycylbindungen eingebaut ist, so wiirde eine saure 
Seitenkette von 3 Kohlenstoffatomen sich abzweigen, von de 
man sich vorstellen kann, daB sie nach Art der Fettsiure: 
angegriffen werde. Dann miiBte iiber die @-Oxy- oder /-Keto- 
glutaminsiure eine Aminomalonsiure entstehen, die Kohlen- 
siure abspalten und in Glykokoll iibergehen kénnte. Es wir 
damit zum ersten Male der Ubergang eines Hiwei8bausteine: 
in einen anderen unter oxydativer Aufsprengung der Kohlen- 
stoffkette nachgewiesen. Um diesen Beweis zu erbringen, habe: 
wir Glutaminsiiure methyliert und als N-Methylglutaminsaur 
verfiittert, in der Erwartung, daB in diesem Falle Sarkosi 
gebildet wiirde, das nach Angaben von Friedmann schwei 
verbrennlich sein sollte, und nach unseren Befunden als Toluo!. 
sulfoprodukt schon in kleinen Mengen im Harn sicher gefaf: 
werden kann. 

Die Darstellung der Methylaminosiure bereitete Schwierig 
keiten. Die Chlorglutarsiiure liefert weder mit Methylamu 
noch mit Ammoniak die entsprechenden Aminosiuren. Pyrro- 
lidoncarbonsiture nabm kein Methyl auf, und wir kamen zu- 
niichst zu keinem rechten Ergebnis, bis wir unsere Amino 
siuresynthese aus Ketonsiiuren auch auf Ketoglutarsiiure und 
Methylamin anwandten. Nachdem wir die Substanz einma! 
hatten, gelang es dann auch das Acetyl- und das Toluolsulfo- 
produkt der Glutaminsiiure zu methylieren. Das _ schlechte 
Krystallisationsvermégen der Glutaminsiiurederivate, das ja oft 
genug von Emil Fischer wu. a. hervorgehoben worden isi, 
machte auch uns mancherlei Schwierigkeiten. Wir gingen aber 
an die Verfiitterung mit einigen Krwartungen heran, zuma! 
inzwischen 2 Befunde erhoben worden waren, die unsere Theorie 
der Glykokollbildung zu bestitigen schienen. Einmal hatte 
Dakin 1916 aus dem EiweiB tatsiichlich die 6-Oxyglutamin- 
siure isolieren kénnen, deren Entstehung wir 1914 angenommer 
hatten. Dann aber hatte Thierfelder bei Verfiitterung vo» 
Phenylessigsiure gefunden, daB diese nicht aur als Glykokoll- 
derivat ausgeschieden wird, sondern als Phenylacetylglutamin 
im Harn erscheinen kann. Die Entstehung groBer Mengen 
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von Glykokoli gerade bei der Darreichung der homologen 
Benzoesiure hat ja die Frage der Glykokollbildung aus anderem 
Material aufgeworfen, und die Vorstellung, daB eine Verbindung 
von der Art der Phenylacetylglutaminsiure nach dem oben 
besprochenen Schema abgebaut werden kénne, war ja der Aus- 
cang unserer Hypothese. Nun hat Thierfelder die Pheny]- 
essigsiure tatsiichlich mit Glutaminsiiure verbunden isolieren 
kiénnen, aber nicht als freie Dicarbonsiure, sondern ais Mon- 
amid. Wir nahmen an, daB die Oxydation der Phenacetyl- 
clutaminsiiure zu Phenacetylglykokoll verhindert worden war, 
weil nicht die freie Glutaminsiure vorlag, sondern das Halb- 
amid. Trug hier das fette Carboxyl, wenn man so sagen dari, 
die Amidogruppe, so konnte die Amidierung des Carboxyls 
das Hindernis fiir die Oxydation von dieser Seite gebildet 
haben. Der Ort der Amidogruppe war seinerzeit nicht be- 
kannt; er hat sich durch die Synthese in Thierfelders Hinden 
in der Tat als das fette Carboxyl erwiesen, und dadurch konnte 
der weitere Abbau zum Glykokoll verhindert worden sein. 
Diese beiden Befunde paBten so gut zu unserer Theorie, dai 
sie uns nur ermuntern konnten, unsere Arbeit fortzusetzen. 
Wir wurden vollkommen enttiuscht dadurch, daB sich keine 
Spur von Sarkosin aus dem Harn isolieren lie’. Wir haben 
einmal 13,5 g salzsaure Methylglutaminsiiure und einmal 25 g. 
die 11,5 g Sarkosin entsprochen haben wiirden, vertiittert. 
Ks konnte an Sarkosin gar nichts isoliert werden. Wir haben 
zur Kontrolle unserer Methode 1 g Sarkosin in 1}/, Liter Harn 
celést: dieses konnte als Toluolsulfoderivat quantitativ zuriick- 
sewonnen werden. Es lag also nicht an der Isolierungsmethode. 
Friedmann hatte angegeben, dab sich bei Hunden von ver- 
liittertem Sarkosin 34,5°/, in Harn wiederfinden lieben. Wir 
hatten uns darauf verlassen. Als wir aber unserem Hunde in 
drei Kontrollversuchen 5,7 und 3g Sarkosin in einer Dose 
gaben, konnten wir nur 1,3, 1,9 und 0,8 g Toluolsulfosarkosin 
zuriickgewinnen. Das bedeutet, daB weniger als 10°/, un- 
veriindert ausgeschieden worden waren, und wenn wir nun 
iiberlegen, daB aus der von uns verfiitterten Methylglutamin- 
siure das erwartete Oxydationsprodukt Sarkosin erst allmahlich 
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entstehen miiBte, so daf die Aussichten einer Ausscheidun: 
von vornherein viel geringere sind, als wenn das fertige Produkt 
in einer Dosis zugleich zugefiihrt wird, so kénnte man sel» 
wohl verstehen, daB sich unter diesen Umstiinden, auch wenn 
sich Sarkosin gebildet hat, dieses nicht im Harn aufzutreten 
brauchte. Es ist zudem ja gar kein Grund vorhanden an- 
zunehmen, daB die Methylglutaminsiure, wenn nicht zugleich 
(tlykokoll benétigt wird, ausschlieBlich oder auch nur iiber- 
wiegend nach diesem Schema abgebaut wird, und wenn in den 
Falle der Hauptweg des Glutaminsiiureabbaus iiber die Bern- 
steinsiiure fiihrte, so kénnte, auch wenn als Nebenreaktion 
Sarkosin intermediir gebildet wird, sein Auftreten im Hai 
vollig ausbleiben. Der negative Befund beweist unseres Er- 
achtens also einstweilen nichts gegen die angenommene 
Moglichkeit des Glutaminsiiureabbaus. 

Einige Erfahrungen mit der als Zwischenprodukt zu ev- 
wartenden Methylaminomalonsiiure sind im _ experimentellen 
Teile aufgefiihrt. 

Wir versuchten einen anderen Weg, um zu einem Resultat 
zu kommen. Die Verfiitterung von Benzoylglutaminsiiure 
wiirde, wenn man Benzoylglykokoll isolierte, nichts beweisen, da 
auch Benzoesiiure, wenn sie abgespalten wiire, als Hippursiiurs 
erscheinen wiirde; und der Beweis fiir die Abstammung des 
erschienenen Benzoylglykokolls aus der vertiitterten Benzoyl- 
glutaminsiure wire nicht zu erbringen. Wir muBten deswegen 
eine Substanz suchen, die einmal abgespalten sich nicht 
wieder mit Glykokoll paart. Nach der Zusammenstellung von 
Schiller?) tut das nur o-Nitrobenzoesiure. Wir stellten dic 
Substanz her, und verfiitterten o-Nitrobenzoylglutaminsiure in 
6 Portionen & 2 g, verteilt auf 7 Stunden; in einem zweiten 
Versuch die gleiche Menge verteilt, auf 12 Stunden. Es wurden 
in beiden Fallen 96°/, der Substanz in reinem Zustande 
zurtickgewonnen. o-Nitrobenzoylglykokoll, das synthetisch dar- 
gestellt wurde, lieB sich auch nicht in kleinster Menge im f 
Harn nachweisen. Auch dieser Versuch hat also zu keineu 
Ergebnis gefihrt. 








') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 106, S. 270 (1925). 
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Auch Chloracetylglutaminsiure, die wir mit Dr. A. Rosin 
darstellten und verfiitterten, lieferte kein Ergebnis. Die Tiere 
gingen schon nach kleinen Dosen ein. Vielleicht ist die grofSe 
Lipoidléslichkeit der starken Chloressigsiure der Grund der 


beobachteten geringen Resistenz des Tierkérpers. 


Experimenteller Teil. 


Hydrierung von Phenylbrenztraubensaure. 
1. Mit 2 Mol Ammoniak: 


5 g Phenylbrenztraubensiure wurden in 40 ccm 
alkoholischer und 2° 


/ 


/, ammoniakalischer Liésung mit 


50° . 
U,8 g 


Pd-Schwarz geschiittelt. Nach 2'/, Stunden war die berech- 
nete Menge H, verbraucht und das gebildete Phenylalanin 


wurden 3,2 g = 64°/, Phenylalanin erhalten. 


2, Mit 1.1 Mol Ammoniak: 





tolgende: 

, ausgeschiedenes Phenylalanin: 

é 1,9 g bzw. 2 g, das sind 38°/, bzw. 40°/,. 
- Filtrat I, erneut mit NH, und H, behandelt: 


1 0,2 ¢ baw. 0,15 g, das sind 4°/, bzw. 3°/,. 
Y Filtrat I: 40 mg bzw. 15 mg. 








zum groBten Teil ausgefallen. Bei der iiblichen Aufarbeitung 


5 g Phenylbrenztraubensiiure wurden in 50°/, alkoholischer 
Losung mit 1,1 Mol Ammoniak und 1 g Pd-Schwarz geschiittelt. 
Die Wasserstoffaufnahme war nach Verbrauch von 50°/, der 


) 


Theorie beendet. Nun wurde vom Pd und abgeschiedenem 
Phenylalanin abfiltriert und Filtrat in 2 Teile geteilt. Filtrat ] 
wurde mit 0,5 Mol frischem Ammoniak und 0,5 g Pd-Schwarz 
in der Birne weiterbehandelt, Filtrat IL direkt auf Phenyl- 
alanin verarbeitet. Filtrat [ nahm aber nur noch wenig H, 
: auf. Die Ausbeuten an Phenylalanin waren in 2 Versuchen 


Die Vermehrung an Phenylalanin durch nachtriglichen 
weiteren NH.-Zusatz war also sehr gering. 





a 
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Hydrierung von Phenylketobuttersaure. 


1. Mit 2 Mol Ammoniak: 


5 g Phenylketobuttersiiure wurden in 40 com 50°/, alko- 
holischer Lésung mit 2 Mol Ammoniak und 1,2 g¢ Pd-Schwar, 
geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme hérte nach 3 Stunde) 
auf; verbraucht waren 95°/, der Theorie. Die Aufarbeitung 
ergab 2,72 g = 62°/, Phenylaminobuttersiure. 


2. Mit 2 Mol Ammoniak und 1 Mol Ba(OH),. 

3,0 g Phenylketobuttersiure wurden in 30 ccm 50°/, alko- 
holischer Lésung mit 1 Mol Ba(OH),, 2 Mol Ammoniak und 
1,0 g Pd-Schwarz geschiittelt. Die Aufarbeitung ergab 2,45 ¢ 
= 57°/, Phenylaminobuttersiure. 


Reduktion von Phenylglyoxylsaure -- Ammoniak. 
1. Mit FeSO,. 


9 g Phenylglyoxylsiure wurden in 50 ccm 30°/ igen 
Ammoniak gelést, 28 g krystallisiertes Ferrosulfat = 1,5 Mol 
H, zugegeben und 6 Stunden in gut verschlossener Flasche 
auf der Maschine geschiittelt. Dann wurde Fe(OH), abfiltriert, 
NH, im Vakuum vertrieben, mit verdiinnter Schwefelsiiure an- 
gesiuert, mit Ather ausgezogen und SO,” mit Ba” gefiallt. 
Das Filtrat lieferte 0,6 g = 12°/, Phenylaminoessigsiure. De. 
Atherauszug ergab nach Trocknen und Einengen nur unver- 
‘inderte Ketosiure, keine Mandelsiure. 





2. Mit FeSO,. 


5 g Phenylglyoxylsiure wurden mit 19 g krystallisiertem 
Ferrosulfat = 1-Mol H, in 30°/,igem Ammoniak 12 Stunden 
geschiittelt. Da bei den Hydrierungen mit Pd- und Pt-Schwarz 
beobachtet worden war, daB dieselben viel Aminosiure adsor- 
biert hatten, wurde der Fe(OH),-Niederschlag in verdiinnter 
H,SO, gelést und nochmals ausgefillt. Die Filtrate wurden 
gemeinsam, wie oben, aufgearbeitet. Erhalten wurden jetzt 
0,7 g = 17°/, Phenylaminoessigsiure. 
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3. Mit Cystein. 

5g Phenylglyoxylsiure wurden in 50 com 30°/,igem Am- 
moniak mit 12 g Cystein in gut verschlossener Flasche 6 Stun- 
den auf der Maschine geschiittelt. Die erhaltene Lésung wurde 
im Vakuum vom tberschiissigen Ammoniak méglichst befreit 
und mit Essigsiiure angesiuert. Dabei fielen nur Spuren von 
Cystin aus. Nun wurde im Vakuum iiber konzentrierter 
Schwefelsdure eingeengt!), das ausgeschiedene Cystin von Zeit 
zu Zeit abfiltriert und mit waBrigem Alkohol nachgewaschen. 
Die Kndlauge war zum Schlu8 mit Krystallen von Phenyl- 
aminoessigsiure durchsetzt. Dieselben wurden abfiltriert und 
aus heiBem Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 0,5 g = 10°), 
~henylaminoessigsiure. 


4, Mit Cystein 
unter Kontrolle des Cysteinverbrauchs durch Titration mit 
n/10-Jodlésung. 

Frisch gereinigte Phenylglyoxylsiure zeigte weder mit 
Ammoniumjodid einen Verbrauch an Natriumthiosulfatlésung 
noch mit Ammoniumacetat einen Verbrauch an Jodlésung. 

2,9 g frisch gereinigte Phenylglyoxylsiure wurde in N,- 
Atmosphire mit 7 g Cystein und 31/, Mol Ammoniak 2 Tage 
in der Schiittelbirne geschiittelt. Dabei trat eine geringe Ab- 
scheidung von Cystin ein. Dann wurde unter sorgfiltigem 
Luftabschlu8 mit der berechneten Menge Essigsiure angesiiuert 
und auf 250 ccm anfgefiilit. Die Titration mit n/10-Jodlésung 
lieferte keinen scharfen Umschlagspunkt; deshalb wurde ein 
Uberschu8B von n/10-Jodlésung zugegeben und nach einigen 
Minuten n/10-Natriumthiosulfat zuriicktitriert. 

10 com der Lésung verbrauchen im Mol 21,6 ccm n/10- 
Jodlésung. 

Das entspricht bei 250 com Lésung 540 ccm n/10-Jod- 
lésung oder 6,53 g Cystin. Oxydiert wurden daher 0,47 g¢ 
Cystein oder 0,294 g = 10,15°/, ,,Iminosiure“ reduziert. 


1) Ein Einengen auf dem Wasserbad war nicht méglich, da die 
Flissigkeit beim Erwiirmen sich langsam dunkter firbte. 
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Die Aufarbeitung erfolgte in der schon _ beschriebene) 
Weise. Erhalten wurden von 200 ccm der urspriingliche: 
Lisung 0,26 g = 10,6°/, Phenylaminoessigsiure. 

5. Als Kontrollversuch wurden 5 g Phenylglyoxylsiure 
in 30°/,igem Ammoniak ohne Reduktionsmittel 6 Stunden ge. 
schiittelt. Beim Entfernen des Ammoniaks schieden sich 0,4 
eines in Wasser und verdiinnten Siuren unldslichen gelbe: 
amorphen Pulvers ab. Phenylaminoessigsiiure konnte nich 
gefunden werden. 


- 


Reduktion von Phenylbrenztraubensaure. 
1, Mit FeSQ,. 
Bei derselben Anordnung, wie oben, wurden 15°/, Pheny|- 
alanin erhalten. 
2. Mit Cystein. 
Bei der gleiclien Anordnung, wie oben bei der Pheny!- 
glyoxylsiiure, wurden aus 5 g Phenylbrenztraubensiiure 0,084 ¢ 


= 1,7°/, Phenylalanin erhalten. 


Hydrierung von Aldehyden und Ketonen in alkoholischer 
Ammoniaklosung. 


1. Benzaldehyd. 


5 ¢ frisch destillierter Benzaldebyd wurden auf iiblich 
Weise in der Birne hydriert. Die Wasserstoffaufnahme er- 
reichte nach 3 Stunden 100°/, der Theorie. Dann wurde 
Alkohol und Ammoniak im Vakuum entfernt, Riickstand in 
Wasser aufgenommen, mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuer' 
und mit Ather ausgezogen. Die wiBrige, saure Lésung wurd: 
nun alkalisch gemacht, das abgeschiedene 01 in Ather aui- 
genommen und iiber Kali getrocknet. Nach Verjagen de 
Athers der Riickstand in Wasser suspendiert und tropfenweis 

— 


mit verdiinnter Salzsiiure versetzt. Es krystallisieren 3,7 g = 75 
salzsaures Dibenzylamin aus. Schmelzp. 255°. 





Pregl: 8,636 mg Substanz gaben 0,462 cem N, (17°, 786 mi). 
Fiir C,,H,,NCl Ber. 6°, N 
Gef. 5,98. 
Cl-Titration: 0.2473 ¢ brauchen 10,43 cem n/10-AgNQ,. 
Ber. 10,6 eem n 10-AgNQ,. 
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2. Zimtaldehyd. 


5 g frisch destillierter Zimtaldehyd werden in der Birne 
mit Pd-Schwarz hydriert. Nach 3 Stunden hérte die anfangs 
rasche Wasserstoffaufnahme bei einem Verbrauch von */, Mol 
H, auf. Nach Entfernung von Alkohol und Ammoniak im 
Vakuum wurde der Riickstand in H,O aufgenommen und mit 
Ather ausgezogen. Aus dem Atherauszug wurden 1,5 g eines 
stickstofffreien Oles erhalten, das eigenartig, aber nicht mehr 
nach Zimtaldehyd roch. Es zersetzte sich im Vakuum bei 
220°. Die wiBrige Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiure 
angesiiuert. Dabei schied sich ein schweres 0] aus, das stick- 
stoffhaltig und alkoholléslich war, sich aber ebenfalls im 
Vakuum bei hoherer 'lemperatur zersetzte und bei tiefer Tem- 
peratur nicht fest wurde. Aus der salzsauren Lésung schied 
sich beim Einengen 1 g = 20°/, salzsaures Di(phenylpropyl)- 
amin in silberweiBen Blittchen ab. Aus Alkohol—Ather um- 
krystallisiert. Schmelzp. 198—200°. 

Pregl: 5,90 mg Substanz gaben 0,260 cem N, (16°, 736 mm). 

Fir C,,H,,NC] Ber. 4,84°/, N 
Gef. 4,94. 
Cl-Titration: 0,1562 g Substanz brauchen 5,50 cem n/10-AgNO,. 
Ber. 5,39 cem n/10-AgNO,. 


3. Benzophenon. 

5 g Benzophenon verbrauchten rasch 40°/, der berech- 
neten Menge H, und nahmen dann keinen Wasserstofi mehr 
auf. Das abfiltrierte Pd-Schwarz erwies sich aber noch als 
wirksam. Bei der Aufarbeitung wurden 0,3 g = 5°/, salzsaures 
Benzhydrylamin erhalten. Schmelzp. 270°. 

Pregl: 6,728 mg Substanz gaben 0,369 cem N, (18°, 740 mm). 

Fir C,,H,,NC] Ber. 6,88°", N 
Gef. 6,26. 
Cl-Titration: 0,1285 g Substanz brauchen 5,63 cem n/10-AgNO,, 
Ber. 5,85 cem n/10-AgNO,. 
4. Acetophenon, Aceton, Methylathylketon, Acetaldehyd- 


ammoniak nahmen keinen Wasserstoff aut in ammoniakalischer 
Lésung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXX. 14 
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Phenyl-N-dimethylalanin. 


Zur Darstellung benutzten wir die Vorschrift von E. Fischer 
zur Bereitung der Phenylbrompropionsiure, die wir in der 
Bombe mit Dimethylamin umsetzten. Beim Einengen des 
Bombeninhalts 1m Vakuum krystallisierte das gewiinschte 
Produkt aus, das in Wasser leicht léslich ist und aus 90°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert wurde. Ausbeute: 65°/). Schmelz- 
punkt 235°. 

Pregl: 5,86 mg Substanz gaben 0,395 eem N, (20°, 733 mm). 

6,925 mg . » 0,45 eem N, (21°, 734 mm), 
Fir C,,H,,0,N Ber. 17,25°/, N 
Gef. 1,33 bzw. 1,17. 

Titration nach Willstiatter: 

0,2946 g Substanz verbrauchen 15,3 cem n/10 alkoholische KOH 
Ber. 15,26 ecm n/10 alkoholische KOH. 


Ber. Mol.-Gew. 193 
Gef. , 192,5. 


Kin Hund von 13 kg Gewicht erhielt im Zeitraum von 
24 Stunden 5 g Phenyl-N-dimethylalanin in Fleischkost bei- 
gemischt. Der Harn wurde 24 Stunden iiber die Verfiitterung 
hinaus gesammelt und betrug 1800 ccm. Er wurde bei 40' 
im Vakuum auf 300 ccm eingeengt, mit Phosphorsiure an- 
gesiiuert und mit Ather im Schacherlapparat extrahiert. Der 
Ather hatte nichts aufgenommen. Nun wurde der Harn neu- 
tralisiert, vollstandig zur Trockene eingeengt und der Riick- 
stand wiederholt mit kochendem Alkohol ausgezogen. Nach 
Abdestillieren des Alkohols wurde in Wasser aufgenommen 
und mit Phosphorwolframsiure gefallt. Der Phosphorwolfram- 
siureniederschlag wurde mit Baryt zersetzt und das Filtrat 
vom Ba’ befreit. Beim EKinengen wurde ein von Harnstofi 
verunreinigter Riickstand erhalten. Zur Zerstérung des Harn- 
stoffes wurde bei 0° mit KNO, und Essigsiiure versetzt und 
wieder zur Trockene eingeengt. Kin Auszug des Riickstandes 
mit kochendem Alkohol lieferte 1,2 g¢ Ausgangsprodukt. 
Schmelzp. 233—234°. 


a 





1) Chem. Ber. Bd. 37, S. 3062 (1904). 
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Pregl: 10,74 mg Substanz gaben 0,70 ecm N, (21°, 735 mm). 
Fir C,,H,,0,N Ber, ' 


Phenyl-N-methylalanin. 


1. Kin Hund von 10 kg Gewicht erhielt in 2 Tagen 12 g 
Phenyl-N-methylalanin*) in 6 Portionen zu 2 g in Fleichkost 
beigemischt. Der gesammelte Harn betrug 2400 ccm und 
wurde auf 400 ccm eingeengt. Dabei schieden sich 5,8 g Aus- 
gangsprodukt in inaktiver Form aus. Nun wurde mit verdiinnter 
H,SO, angesiiuert und mit Ather im Schacherlapparat extra- 
hiert. Dabei wurden 0,7 g Benzoesiure erhalten. Kin Ver- 
gleich des Normalharns ergab nur Spuren von Benzoesiure. 
Durch langeres Stehen in schwefelsaurer Loésung war diese 
offenbar an Hippursiure abgespalten. 

2. Derselbe Hund erhielt 6 g Phenyl-N-methylalanin im 
Verlauf von 2 T'agen in 6 Portionen zu 1 g in Fleischkost bei- 
vemischt. Der gesammelte Harn (2300 ccm) wurde wieder auf 
400 com eingeengt, wobei sich nichts ausschied. Mit Phos- 
. phorsiture angesiuert und mit Ather erschipfend extrahiert. 
( Nach Verjagen des Athers hinterblieb ein Sirup, der scharf 
vetrocknet und mit heiBem Petroliither behandelt wurde. Der 





. Petrolither hatte nichts aufgenommen. Nun wurde der Sirup 
; in Wasser aufgenommen, mit Tierkohle entfarbt und langsam 
, verdunstet. Es schieden sich 0,4 g Hippursiure aus. Der 
b mit Ather ausgezogene Harn wurde mit Toluolsulfochlorid 
" alkalisch behandelt. Beim Ansiuern mit starker Salzsiure 
- trat nur eine leichte Triibung auf, die auch bei tiefer T’empe- 
1 ratur keine Krystalle absetzte. 


Phenyl-N-methylaminobuttersaure. 


= 

2 Versuche, eine Methylierung der Phenyl-N-acetylamino- 
" buttersiure mit Dimethylsulfat in alkalischen Loésungsmitteln 
+. durchzufithren, wie es bei der Glutaminsiure*) bewerkstelligt 


werden konnte, gelangen nicht. Dagegen gelang es leicht, 





1) Biochem. Zs. Bd. 27, S. 491 (1910). 
*) Vgl. 8. 206 dieser Abhandlung. 


14” 
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nach den E, Fischerschen Methoden iiber das Toluolsulio. 
produkt!) oder durch Umsetzung von y-Phenylbrombuttersiure: 
mit Methylamin das gesuchte Produkt zu erhalten. Zur Dar- 
stellung der Phenylithylbrommalonsiure nahmen wir teil, 
Phenylathylchlorid*), teils Phenylathylbromid.*) Die Ausbeute 
an Phenyl-N-methylaminobuttersiure betragt 60°/, der Theorie 
berechnet auf Phenylathylbrommalonsiiure. Schwer ldslich ; 
heiBem Wasser. Sublimiert bei 282°. 
Pregl: 364 mg Substanz gaben 0,240 ccm N, (24°, 739 mm), 
Fiir C,,H,,0,N Ber. 7,25°, N 
Gef. 17,37. 
Salzsaures Salz: Schmelzp. 190°. 
Toluolsulfophenylaminobuttersiiure: Schmelzp. 124—125° (Alkohol- 
Wasser). 
Toluolsulfophenyl-N-methylaminobuttersiure: Schmelzp. 115—11' 
(Benzol-Petrolither). 
Ein Hund von 22 kg Gewicht erhielt im Verlauf yo 
3 Tagen 18 g Phenyl-N-methylaminobuttersiure bei reine: 
Fleischkost in Portionen von 7+7+4g. Aus dem Har 
konnten beim Einengen 6,5 g Phenyl-N-methylaminobuttersiiure 
wieder zuriickgewonnen werden. Sie erwies sich als optisch inakti\ 
Der Atherauszug des angesiiuerten, eingeengten Harnes lieferte 
1,8 g Phenyloxybuttersiure, die, aus Benzol umkrystallisiert, 
den Schmelzp. 114° zeigte. Sie war optisch aktiv. 
0,3274 g drehen in 11 cem n/5-NaOH im 2 dm-Rohr: « = 0,737° 
Oy = + 12,38 
Ein Acetylprodukt, das bei seiner groBen Krystallisations: 
fahigkeit uns nicht entgangen wire, wurde nicht gefunden. 
Ebensowenig konnte Hippursiure nachgewiesen werden. 


Phenyl-N-acetylmethylaminobuttersaure. 
5 g Phenyl-N-methylaminobuttersiure wurden in 20 ccu 
Kisessig suspendiert, 1'/, Mol Essigsiureanhydrid zugegeber 
und 30 Minuten am RiickfluB erhitzt. Nach Erkalten cer 


1) Chem. Ber. Bd. 48, 8. 369 (1915). 
*) Chem. Ber. Bd. 39, S. 2208 (1906). 
%) ©, R. Bd. 152, S. 1816 (1911). 

*) Chem. Ber. Bd. 43, S. 1178 (1910). 
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Lésung wurde Toluol zugesetzt und bei 0° gehalten. Im Ver- 
auf von 24 Stunden krystallisierte die gebildete Phenyl-N- 
acetylmethylaminobuttersiiure fast quantitativ aus. Aus Wasser 
umkrystallisiert. Schmelzp. 187—138°. 

Pregl: 7,977 mg Substanz gaben bei 19° und 735 mm 0,424 ecm N,. 

Fiir C,,H,,O,N Ber. 5,95 °/, N 
Gef. 6,01. 

Kin Hund erhielt 4 x 2 ¢ der Substanz in Fleischkost 
gemischt. Nach Einengen und Ansaiuern des Harns wurden 
durch Atherauszug 5,6 ¢ = 70°/, reines Ausgangsmaterial 
Schmelzp. 137°) zuriickerhalten. 

Pregl: 7,30 mg Substanz gaben 0,401 ccm N, (20°, 744 mm). 

Fir C,,H,,O,N Ber. 6,0°, N 
Gef. 6,2. 


Phenyl-N-acetylmethyialanin. 

Die Darstellung erfolgte analog der Phenyl-N-acetylmethy]- 
iminobuttersaure. Ausbeute 95°/,. Aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert. Schmelzp. 149°. 

Pregl: 6,617 mg Substanz gaben 0,364 ccm N, (20°, 736 mm). 

Fiir C,.H,;O,N Ber. 6,33°/, N 
Gef. 6,21. 

Kin Hund von 10 kg Gewicht erhielt 6 g Phenyl-N-acetyl- 
methylalanin im Zeitraum von 24 Stunden in kleinen Portionen 
in Fleischkost gemischt. Nach Kinengen und Ansiiuern des 
Harns schieden sich 0,3 g Ausgangsmaterial aus. 24 stiindige 
A\therextraktion lieferte weitere 4,8 g Ausgangsprodukt. Es 
waren also 85°/, wieder zuriickerhalten worden. Aus Wasser 
umkrystallisiert. Schmelzp. 151°. Mit Ausgangsmaterial keine 
Schmelzpunktsdepression, dagegen sank der Schmelzpunkt mit 
Phenylacetylalanin (152°) um 9°. 


Phenyl-N-dimethylaminobuttersaure. 


Wurde aus dem Reaktionsgemisch von Phenylbrombutter- 
siure und Dimethylamin als sehr schwer lésliches Cu-Salz 
gewonnen. Ist in Wasser und Alkohol leicht léslich. Um- 
krystallisiert aus Alkohol-Ather. Zersetzungsp. 178—180°. 
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Pregl: 6,136 mg Substanz gaben 0,332 cem N, (22°, 786 mm). 
Fir (C,,H,,0,N),Cu Ber. 5,89°/, N 
Gef. 6,08. 
6,285 mg Substanz gaben 0,371 ecm N, (20°, 742 mm). 
Fiir C,,H,,0O.N Ber. 6,76°/, N 
Gef. 6,71. 


Phenyl-N-acetylmethylglykokoll. 
Wurde analog den beiden anderen Acetylprodukten g 
wonnen. Schmelzp. 126—128°. 
Pregl: 4,738 mg Substanz gaben 0,287 cem N, (19°, 734 min). 
Fiir C,,H,,0,N Ber. 6,76°), N 
Gef. 6,84. 


Phenyl-N-dimethylglykokoll. 

Aus Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 260—262”. 
Pregl: 4,700 mg Substanz gaben 0,320 cem N, (21°, 738 mm). 
Fiir C,,H,,0O.N Ber. 7,82%, N 

Gef. 1,67. 


Glutaminsaurediathylesterchlorhydrat. 


Der bei der E. Fischerschen Veresterungsmethode!) e: 
haltene Sirup krystallisiert beim Stehen tiber KOH und H,Sv, 
zu einer festen Krystallmasse. Ist man im Besitz von Impi 
material, so tritt nach Abdestillieren des Alkohols und An 
impfen spontane Krystallisation ein. Aus Aceton—Ather erbiil’ 
man lange, weiche Nadeln vom Schmelzp. 107—108°. Die Aus- 
beute betriigt 90°/, des urspriinglich erhaltenen Sirups. 
0,3719 g Subst. in 5 eem absol. Alkohol drehen im 1 dm-Rohra@ = + 1,1 


ap = + 22, 


Acetylglutaminsaure. 

Dieselbe laBt sich nach EK. Fischer?) mit Acetylchlorid 
erhalten, wenn man den Riickstand statt mit Kssigester mit 
Kisessig auskocht. Wesentlich einfacher gestaltet sich ihre 
Darstellung auf folgende Weise.*) 


') Chem. Ber. Bd. 34, 8. 454 (1901). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 365, S. i86 (1909). 
2) Vel. Diese Zs. Bd. 146, S. 267 (1925). 
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5 g feinst gepulverte Glutaminsiure werden in 130 ccm 
Eisessig suspendiert, zum Sieden erhitzt und 3,5 ccm Essig- 
siureanhydrid in die siedende Liésung gegeben. Ks tritt so- 
fortige Lésung ein. Nun wird rasch abgekiihlt, wobei 3,5 g 
Acetylglutaminsiiure auskrystallisieren. Durch Ausfrieren des 
Hisessigs werden noch weitere 0,7 g° Acetylglutaminsiiure er- 
halten. Aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 195 —197°. 
Ausbeute: 65°/,. Da kein NaCl im Riickstand, der etwas 
Lactam enthilt, so kann das Ausgangsmaterial ohne Verlust 
zuriickgewonnen werden. 

Pregl: 11,99 mg Substanz gaben 0,804 cem N, (22°, 736 mm). 

Fiir C,H,,0;N Ber. 7,4°/, N 
Gef. 7,32. 
0,1828 g Substanz in 5 cem H,O drehen im 1 dm-Rohr « =— 0,83” 
ap =— 22,7 ° 


Toluolsulfoglutaminsaure.’) 


30 g salzsaure Glutaminsiure werden mit einem 3 fachen 
UberschuB Toluolsulfochlorid und 33 g MgO mit je 500 ccm 
Wasser und Ather einen Tag lang bei Zimmertemperatur ge- 
schiittelt. Das Reaktionsgemisch wird mit Ather 8 Stunden 
extrahiert, dann mit verdiinnter H,SO, angesiiuert und erneut 
5) Stunden extrahiert. So erhilt man nach Trocknen und Ver- 
jagen des Athers direkt reine Toluolsulfoglutaminsiure, die 
aus wenig Alkohol und viel Toluol in schénen, verfilzten 
Nadeln erhalten wird. Schmelzp. 135°. Ausbeute 65°/,. 
Die Verwendung yon MgO hat den Vorzug, dab stirkere 
Alkalescenz vermieden, und deshalb nicht racemisiert wird. 
Unser Schmelzpunkt liegt 20° iiber dem von Bergell.') Zu- 
dem laBt sich Mg entfernen und das Ausgangsmaterial besser 
zuriickgewinnen. 

0.5096 ¢ in 20 eem absol. Alkohol drehen im 2 dm-Rohr « =— 0,855° 


ay = — 16,7 
Toluolsulfoglutaminsaurediathylester. 


Durch Veresterung der Toluolsulfoglutaminsiiure in quan- 
tativer Ausbeute zu erhalten oder aus Glutaminsiurediithyl- 


") Vgl. Diese Zs. Bd. 104, 8. 185 (1919). 
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esterchlorhydrat, Toluolsulfochlorid und MgO in 80°/, Aus- 

beute. Umkrystallisation aus Alkohol—Wasser oder in schénen, 

langen Nadeln aus Hisessig—Wasser. Schmelzp. 77—78°. 
Der Drehungswinkel ist iiuBerst gering. 


Methylglutaminsaure. 


1. 25 g¢ salzsaurer Glutaminsiurediathylester werden in 
100 ccm Kisessig gelést, die berechnete Menge (8,6 g) Na- 
Acetat zugegeben und zum Sieden erhitzt. In die siedende 
Lésung wird die berechnete Menge (10,7 g) Essigsiureanhydri( 
zugefiigt und kurze Zeit gekocht. Nach dem Erkalten wird 
vom ausgeschiedenen Chlornatrium abfiltriert, der Eisessig im 
Vakuum entfernt und der Riickstand in 100 ccm Wasser mit 
11/, Mol (20 g) Dimethylsulfat und Baryt in kleinen Portionen 
geschiittelt. Dann wurde 3 Stunden am RiickfluB erhitzt, Be 
entfernt und eingeengt. Ks krystallisieren 10 g Methylglutamin- 
siure = 60°/, der Theorie aus. Aus Wasser umkrystallisiert. 
Zersetzungsp. 200°. 

Kjeldahl: 0,1853 g Substanz brauchen 11,5 cem n/10-HCI. 

Fiir C,;H,,0O,N Ber. 8,7°/, N 
Gef. 8,7 


2. 12 g Acetylglutaminsiure werden in 70 ccm Wasser 
mit 5 Mol Dimethylsulfat und berechneter Menge Baryt in 
kleinen Portionen geschiittelt, 1/, Stunde am RiickfluBkiihle: 
erhitzt und Ba” entfernt. Aus dem eingeengten Filtrat, das 
als Sirup vorlag, erscheinen vereinzelte, kriftige Krystalle, die 
nach Umkrystallisieren aus Eisessig sich in der Analyse als 
Acetylmethylglutaminsiure erwiesen. Zersetzungsp. 203°. 


Pregl: 10,125 mg Substanz gaben 0,676 eem N, (26°, 741 mm). 


7,415 mg ij »» 0,453 eem N, (16°, 739 mm). 
Fiir C,H,,0O,N Ber. 6,9°/, N 
Gef. 6.9 bzw. 6,92 °/, N. 


Der Sirup wird nun einige Zeit auf dem Wasserbad mit 
konzentrierter HCl erwiirmt und auf 0° abgekihlt. Es krystalli- 
sieren 6 g salzsaure Methylglutaminsiure aus. Schmelzp. 210 
bis 213. Ausbeute 48 °/,. 
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Pregl: 11,68 mg Substanz gaben 0,764 eem N, (23°, 742 mm). 
Fiir C,H,,O,NCl1 Ber. 17,08°/, N 
Gef. 7,1 
Zur Gewinnung optisch méglichst reiner Derivate zu bekommen, 
schlugen wir das Verfahren von E. Fischer?) zur Methylierung 
optisch-aktiver Aminosiiuren ein. 


Toluolsulfomethylglutaminsaure. 

30 g Toluolsulfoglutaminsiiure werden in 250 ccm 2 n-NaOH 
celést und mit 43 g¢ Jodmethyl (3 Mol) in der Druckflasche 
bei 70° 1 Stunde kraftig geschiittelt. Die klare, gelbliche 
Lésung wurde abgekiihlt, mit Salzsiure iibersittigt und mit 
Ather extrahiert. Die atherische Liésung von freiem Jod mit 
Natriumthiosulfatlisung befreit und tiber Na,SO, getrocknet. 
Nach Abdestillieren des Athers wurden 28 g Toluolsulfo-N- 
methylglutaminsiiure erhalten. Umkrystallisiert aus wenig 
absolutem Alkohol + Toluol. Ausbeute 90°/,. Schmelzp. 131 
bis 182°. Mit Toluolsulfoglutaminsiure (Schmelzp. 185°) wurde 
ein Mischschmelzpunkt von 110—117° erhalten. 

0.4312 g in Tcem absol. Alkohol drehen im1dm-Rohr « =— 0,9° 
p= —14,6°. 
Salzsaure Methylglutaminsaure. 

Die Toluolsulfomethylglutaminsiiure wird in der 10 fachen 
Menge konzentrierter Salzsiure 20 Stunden im Bombenrohr 
auf 100° erwirmt. Der Bombeninhalt wird in Eis—Koch- 
salzmischung abgekiihlt, die ausgeschiedene Toluolsulfosiure 
hltriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Es krystalli- 
sieren 12,5 ¢ = 72°/, salzsaure Methylglutaminsiiure aus. Ge- 
reinigt durch Lésen in Wasser und Einleiten von HUCl-Gas 
bei O°. Zersetzungsp. 210-—213°. Ist in konzentrierter Salz- 
sdure leichter léslich als Glutaminsiurechlorhydrat. 

0.4869 g in 7 eem H,O drehen im 1 dm-Rohr a = 1,4° 

ap = + 20,1 
Methylglutaminsaure. 

Krhalten durch Versetzen der wiBrigen Lésung von Methyl- 
clutaminsiiure-chlorhydrat mit der berechneten Menge Ammo- 
niak, Aus H,O umkrystallisiert. Schmelzp. 200°. 


') Chem. Ber. Bd. 48, S. 860 (1915). 
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Kjeldahl: 0,487 g Substanz verbrauchten 32,96 eem n/10-HCI. 
Fiir CgH,,O.N Ber. 8,7 %/, N 
Gef. 8,62 


0.3372 g in 12 eem H,O drehen im 1 dm-Rohr « =+ 
OT) ae a 


Methylaminomalonsaure. 

Analog der Vorschrift von Lutz!) wurden 30¢ Brom- 
malonsiiure unter kriftiger Kiithlung mit Methylalkohol iiber- 
gossen und mit 100 ccm 30°/, methylalkoholischer Methy|- 
aminlésung tropfenweise versetzt. Nach 4 Tagen, bei 10—15’ 
aufbewahrt, hatten sich am Rande des GefaiBes kriftige 
Krystallkrusten abgeschieden, die abfiltriert, mit Methylalkolio! 
gewaschen und in Wasser gelést wurden. Auf Zusatz von 
Bleiacetat schieden sich beim Reiben der GefiBwand Krystalle 
ab, die sich rasch vermehrten. Nach 24 Stunden wurden 
dieselben abfiltriert, mit H,O iibergossen und H,S eingeleitet. 
Das Filtrat des Bleisulfidniederschlages gab beim Einenge: 
im Vakuum bei 35—40° blittrige Krystalle, die bei 187—142". 
je nach Krhitzungsgeschwindigkeit, CO, abspalten, ohne zu 
schmelzen und erst bei 201—202°, dem Schmelzpunkt des 
Sarkosins, unter Zersetzung schmolzen. Ausbeute 12g = 50°, 
der Theorie. 

Pregl: 7,345 mg Substanz gaben bei 19° u. 740mm 0,684 ecm QN,. 

Fiir C,H,0,N Ber. 10,53 °/, N 
Gef. 10,61 

Bevor wir die Verfiitterungsversuche mit Methylglutamin- 
siure am Hunde anstellten, unterzogen wir die Isolierung von 
eventuell gebildetem Sarkosin oder Methylaminomalonsiure 
einer eingehenden Priifung. Dabei fanden wir, daB 1 g Sarkosin 
aus 1,5 Liter Harn als Toluolsulfoprodukt quantitativ zuriick- 
gewonnen werden kann. Die Methylaminomalonsiure wurde 
ebenfalls immer quantitativ als Toluolsulfosarkosin zuriick- 
gewonnen, da sie trotz grébter Vorsicht immer CO, abspaltete. 
Auch am reinen Material gelang es uns nicht, ein Toluolsulto-. 
Naphthalinsulfo- oder Benzoylprodukt zu erhalten.”) Wir ver- 


') Chem. Ber. Bd. 35, S. 2549 (1915). 
*) G. Haas [Diese Zs. Bd. 76, S. 76 (1911)] schreibt, ein Naphthalin- 
sulfoprodukt der Aminomalonsiiure erhalten zu haben, obne_hierfiir 
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suchten nun, eine T'rennung der beiden iiber das Pb- oder 


Hg-Salz zu bewerkstelligen, ohne Erfolg. Die Frage, ob bei 
Isolierung von Toluolsulfosarkosin aus dem Harn nach Ver- 
fiitterung von Methylglutaminsiiure Sarkosin oder Methylamino- 
malonsiure vorgelegen hitte, muSte daher offen gelassen 
werden. 

Kin Hund bekam in der Zeit von 10—17" in 4 Portionen 
zusammen 13,5 g salzsaure Methylglutaminsiure, mit Natrium- 
bicarbonat neutralisiert, in Fleischkost beigemischt, was er 
anstandslos fraB. Der in den niachsten 24 Stunden gelassene 
Harn wurde mit Kssigsiiure angesiiuert, mit Bleizucker ge- 
reinigt und im Vakuum eingeengt. Nun wurde in der iiblichen 
Weise mit ‘oluolsulfochlorid in konzentrierter itherischer 
Liésung und n-NaOH geschiittelt, abgekiihlt und mit Salzsiiure 
iibersattigt. Es wurde nur eine geringe Triibung erhalten. 

Derselbe Hund erhielt nun im gleichen Zeitraum 6 g 
Sarkosin, was den verfiitterten 13,5 g salzsaurer Methyl- 
glutaminsdure entspricht, in Fleischkost verabreicht. Bei der- 
selben Behandlung des Harns wurde wieder keine Abscheidung 
eines oluolsulfoproduktes erhalten. 

In drei getrennten Versuchen priiten wir nun die Ver- 
brennlichkeit eingefiihrten Sarkosins im Tierkérper und zwar 
gaben wir 5g, 7g und 3g Sarkosin aut einmal. Aus dem 
Harn isclerten wir 1,3 g, 1,9 g und 0,8 g Toluolsulfosarkosin, 
das entspricht nur 9,4°/,, 9,8°/, und 10°/, unverindert aus- 
geschiedenem Sarkosin. 

Derselbe Hund bekam nun 25 g salzsaure Methylglutamin- 
siure = 11,5 g Sarkosin, mit Natriumbicarbonat neutralisiert, 
in Fleischkost auf einmal verabreicht. Der Harn wurde wieder 
in der oben beschriebenen Weise verarbeitet und gab beim 
Ubersiittigen mit Salzsiiure eine geringe Tritbung, die sich 
nach 3 Tagen im Eisschrank als braunes Ol absetzte, das 


irgendwelche Daten anzugeben. Unsere dahingehenden Versuche, den 
offenbaren Unterschied: der beiden Aminosiiuren zu untersuchen, zeigten, 
daB Aminomalonsiiure ebenfalls unter CO,-Abspaltung mit Benzoyl- 
Toluolsulfo-, Naphthalinsulfochlorid immer das betreftende Glykokoll- 
derivat liefert. 
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nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. Seine Menge 
betrug etwa 0,1 g. 


o-Nitrobenzoylglutaminsaure. 


40 g¢ o-Nitrobenzoesiure wurden im Siedekolben mit 50 ¢ 
PCl, gemischt und bis zur Verfliissigung erwirmt; dann 2 Std. 
im Vakuum auf 110° erwirmt, um das gebildete Phosphor- 
oxychlorid zu entfernen. Der Riickstand wurde mit 200 ccm 
Ather versetzt und mit 20g salzsaurer Glutaminsaure in 150 ccm 
Wasser und 21/, Mol MgO geschiittelt. Das iiberschiissige 
MgO wurde abfiltriert und mit Ather und Wasser gewaschen. 
Filtrat wurde erschépfend mit Ather extrahiert, im Scheide- 
trichter angesiiuert und das ausgeschiedene, farblose Ol mit 
frischem Ather aufgenommen. Der Ather hinterlieB nach 
Trocknen und Verjagen einen krystallinen Riickstand von 
o-Nitrobenzoylglutaminsiure. Aus heiBem Wasser 1:4 um- 
krystallisiert. Ausbeute 25 g = 80°/, der Theorie. Schmelz- 
punkt 151° 

Pregl: 6,095 g Substanz gaben 0,502 cem N, (24°, 741 mm), 

Fiir C,,H,.0,N, Ber. 94%, N 
Gef. 9,2 
0.4675 g in 11 eem absol. Alkohol drehen im 2dm-Rohr «@ = + 6,34” 
apy = + 74,5°. 

Kin Hund bekam 12 g o-Nitrobenzoylglutaminsiure in 
6 Portionen, auf 36 Stunden verteilt, in Pferdefleisch vermischt. 
yer Harn wurde bis 48 Stunden nach der letzten Verfiitterung 
gesammelt und betrug 1700 ccm. Er wurde aut 600 ccm ein- 
geengt und dann im Schacherlapparat bei neutraler Reaktiov 
mit Ather einige Stunden extrahiert. Nach Ansiiuerung mit 
Phosphorsiure bei 0° wurde wieder mit Ather erschipfend 
extrahiert. Aus dem Atherauszug wurde eine braun gefiirbte 
Krystallmasse erhalten, die aus heifem Wasser mit Tierkohile 
umkrystallisiert wurde. Es wurden 11,5g¢ = 96°/, Ausgangs- 
material in langen Nadeln vom Schmelzp. 151° erhalten. 

Der Versuch wurde nun wiederholt, wobei die Zwischen- 
riiume der Verfiitterung der Substanz auf 12 Stunden aus- 
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gedehnt wurde. Auch hierbei wurden 95°/, Ausgangsmaterial 
wieder zuriickerhalten. 


o-Nitrobenzoylglykokoll. 


Die Darstellung erfolgte analog der oben angeliihrten. 
Die Ausbeute betrug 85°/,. Aus heifem Wasser umkrystalli- 
siert, schmilzt der erhaltene Kérper bei 191°. In Ather ist 
er schwer ldslich. 











Pregl: 9,9 mg Substanz gaben 1,155 cem N, (23°, 741 mm). 
Fiir C,H,0O,N, Ber. 13,8°/, N 
Gef. 13,1 
: 
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Weitere Untersuchungen iiber die Herkunft des Kreatins. 
Von 


Emil Abderhalden und Paul M@ller. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, August 1927.) 


Der eine von uns (A.)}) hat kiirzlich mit Buadze im An- 
schluB an eine von Riesser entwickelte Vorstellung iiber die 
Herkunft des Kreatins aus Cholin den Versuch unternommen, die 
erwihnte Bildungsart unter Bedingungen zu verfolgen, die unter 
den gegebenen Verhaltnissen méglichst einfache und leicht zu 
wiederholende sind. Der Versuch am gesamten Organismus 
ist vieldeutig. Selbst eine betriichtliche Vermehrung der Ge- 
samtkreatinausscheidung (Kreatinin + Kreatin) nach enteraler 
bzw. parenteraler Zufuhr von Cholin braucht nicht unbedingt 
einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen den genannten 
Verbindungen darzutun. Es besteht die Méglichkeit einer 
indirekten Wirkung. Abderhalden und Buadze verwendeten, 
um zu eindeutigen Befunden zu gelangen, Organe, denen im 
zerkleinerten Zustand Cholin bzw. Cholin + Arginin zugesetzt 
wurde. Es zeigte sich, daB es bei Verwendung von Muskel- 
und ferner Gehirnbrei unter Zugabe von Leberbrei bei Zusatz 
von Cholin und Arginin zu einer Zunahme der Gesamtkreatin- 
menge kam, und zwar wurde der gefundene Wert mit dem- 
jenigen verglichen, der mit den angewandten Geweben ohne 
besonderen Zusatz erhalten worden war. 

Wir haben die Versuche fortgesetzt. Ks lag uns einer- 
seits daran, mehr Erfahrungen zu sammeln, um méglichst von 





1) E. Abderhalden u. 8S. Buadze, Diese Zs. Bd. 164, 8. 280 (1927). 
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Zufilligkeiten unabhingig zu sein, und andererseits die an- 
sewandte Methodik noch einwandfreier zu gestalten. Die Ver- 
suchsanordnung als solche wurde beibehalten. Die verwendeien 
Organe stammten alle von unmittelbar vor Anstellung der 
Versuche durch Entbluten getéteten Tieren. Aus diesem Grunde 
haben wir ausschlieBlich im Institut vorhandene Tierarten, wie 
Hunde und Ratten, verwendet. Der wesentlichste Unterschied 
in der Durchfiihrung der Versuche gegeniiber dem friiher ein- 
geschlagenen Weg betrifft die Art und Weise der Aufarbeitung 
der Organbreie (mit und ohne Zusatz). Zunichst bedienten 
wir uns zur Trennung des Kreatins + Kreatinins vom Organ- 
brei des Auskochens des Gemisches. Wir verfuhren dabei 
nach gegebener Vorschrift zur quantitativen Bestimmung des 
Kreatin- und Kreatiningehaltes.') Bei der gréBten Anzahl der 
Versuche schlugen wir ein einfacheres Verfahren ein. Der 
Organbrei wurde nach 48 stiindigem Stehen bei 37° mit der 
mehrfachen Menge Wasser unter gleichzeitigem Zusatz von 
kolloidem Kisenhydroxyd energisch durchgeschiittelt. Hierauf 
wurde filtriert. Es wurde so ein vollkommen klares Filtrat 
erzielt, das sich, ohne im geringsten zu schiumen, einengen 
lieB, Die Bestimmung des Gesamtkreatinins erfolgte auf colori- 
metrischem Wege nach der Methode von Folin. Wir iiber- 
zeugten uns an Hand von Kontrollversuchen, daB die an- 
gewandte Methode zu genauen Ergebnissen fiihrt, und zwar 
durch Versuche, bei denen zum Organbrei eine genau ab- 
gewogene Kreatinmenge zugesetzt war. Die Brauchbarkeit 
der Methode erhellt ferner aus jedem einzelnen der durch- 
getiihrten Versuche. Es waren die einzelnen Kreatininwerte 
in jenen Fallen, in denen keine Beeinflussung stattfand, in der 
Regel innerhalb der Fehlerquellen der Kreatininbestimmung 
leich. Die Kinzelheiten der Durchfiihrung der Versuche er- 
geben sich aus den im experimentellen Teil mitgeteilten Daten. 

Wie aus den unten mitgeteilten Versuchsergebnissen 
hervorgeht, kénnen wir die von Abderhalden und Buadze 
gefundene Zunahme der Gesamtkreatin- bzw. -kreatinin- 


1) Otto Riesser, Diese Zs. Bd. 86, S. 415 (1913). 
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menge nach erfolgtem Zusatz von Cholin und Arginin 
zu Muskelbrei, dem Leberbrei zugefiigt war, be- 
stiitigen. 

Bei Verwendung von Cholin allein zeigte sich ver- 
einzelt auch eine Zunahme der Gesamtkreatin- bzy. 
kreatininmenge, jedoch war eine Zunahme der ge- 
nannten Verbindung in der Regel nur dann gewihr- 
leistet, wenn gleichzeitig Arginin und ferner Arginase 
in Gestalt der zugesetzten Leber zugegen war. Wir 
haben uns selbst den Einwand gemacht, daB die gefundene 
Vermehrung der Kreatin- bzw. Kreatininmenge gering ist. 
Obwohl wir auf Grund reicher Erfahrungen und der Aut- 
wendung peinlichster Sorgfalt bei der Durchfithrung der Ver- 
suche mit Bestimmtheit aussagen kénnen, daB die festgestellte 
Zunahme an Gesamtkreatinin auBerhalb der Fehlergrenzen der 
angewandten Methode liegt, so ist fiir uns doch nur die Regel- 
miBigkeit des erhobenen Befundes entscheidend. MHierzu isi 
noch zu_ beriicksichtigen, da’ nach den Erfahrungen von 
Riesser?) und auch nach unseren eigenen, die aus Muskel- 
gewebe isolierte Kreatininmenge auBerordentlich konstant ist. 
Infolgedessen war von vornherein nicht mit der Méglichkeit 
zu rechnen, daB die angewandte Muskelsubstanz im Kontroll- 
versuch und im eigentlichen Versuch verschiedene Werte fiir 
das Gesamtkreatinin ergeben kénnte. 

Wir iiberlegten uns, worauf es wohl beruhen kann, dat 
die Zunabme des Kreatins bzw. Kreatinins nach Hinzufiigung 
von Cholin und Arginin zu einem Gemisch von Muskel- und 
Leberbrei keinen gréBeren Betrag erreicht. Vielleicht gibt uus 
der Umstand einen Fingerzeig, wonach, wie schon oben er: 
wiihnt, die Muskelzellen einen bestimmten Betrag an Kreatiu 
festhalten. Vielleicht regelt sich die Bildung des Kreatius 
auch im Muskelbrei, so daB nach Entstehung einer bestimmte» 
Menge ein Gleichgewicht erreicht wird. Wir haben den Ver- 
such unternommen, durch bestimmte Zusitze ein Ansteiger 
der Kreatinbildung zu erzielen. So haben wir z B. Schild- 


1) Vgl. Riesser, Diese Zs. Bd. 120, S. 189 (1922). 
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driise beigefiigt. Wie aus dem experimentellen Teil hervor- 
geht, erreichte die Gesamtkreatininmenge keinen so hohen 
Grad, daB mit Bestimmtheit auf einen EinfluB des Schild- 
driisengewebes auf die Kreatinbildung geschlossen werden kann. 
Wir dachten ferner an die Méglichkeit, da&B Sauerstoff- 
zufuhr die Neubildung von Kreatin aus Cholin + Harnstoff 
giinstig beeinflussen kénnte. Ks zeigte sich jedoch, daB die 
Kreatininmenge bei Sauerstoffdurchleitung keine gréBeren Werte 
erreichte, als ohne diese. Weiterhin haben wir die Menge 
an Muskel- und Leberbrei verindert und schlieBlich auch 
die Versuchsdauer variert. Auch diese Versuche ergaben 
keine besonderen Ergebnisse. Endlich haben wir Muskeln von 
sehr stark ermiideten Ratten verwendet. Die Tiere wurden 
stundenlang riickwiirts tiber eine rauhe Fliche gezogen, bis 
sie vollstindig erschépft waren. Es zeigte sich auch bei dieser 
Versuchsanordnung kein stirkeres Ansteigen der Kreatininmenge. 

Wir haben weiterhin den Versuch unternommen, an Stelle 
von Arginin Harnstoff und Cholin auf ihren EHinfluB auf die 
Kreatinbildung zu priifen, und zwar im AnschluB an die Vor- 
stellung von Riesser, wonach die bei der Hydrolyse von 
Arginin zunichst entstehende isomere Form des Harnstoffs: 
F atta 
cLyn + 2:0 
-NH-CH,-CH,-CH,:-CH-COOH —> 

Arginin | 
NH, 


fae 
NH +NH,-CH,-CH,+CH, ‘CH. COOH 


NOH Ornithin . 
NH, 
bei der Bildung des Kreatins, 


NH, 
“NH 
“ANCH,- C.OOH, 


bu, 
besonders wirksam sein kénnte. Es zeigte sich jedoch, dab bei 
Zusatz von Harnstoff an Stelle von Arginin auch eine Zunahme 
an Kreatinin auftrat. Das schlieBt natiirlich nicht aus, daB, 
wie Riesser sich das vorstellt, in der Tat die erwihnte Form 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXX. 15 
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des Harnstofis mit dem Cholin in Reaktion tritt. Es besteh: 
auch die Méglichkeit, daB in dem Leber- und Muskelbrei vor- 
handenes Arginin ,,[soharnstoff gelietert hat. 

Wir haben uns bemiiht, den erhobenen Befund, wonach 
es gelingt, unter Anwendung von Muskel- und Leberbrei und 
Arginin + Cholin die Bildung von Kreatin herbeizufiihren, da- 
durch zu sichern, da8 wir neben der Gesamtkreatininbestimmung 
noch Cholinbestimmungen vornahmen, Es war zwar an und 
fiir sich wenig wahrscheinlich, daB sich auf diesem Wege ein 
weiterer direkter Beweis fiir die Kreatinbildung aus Cholin und 
Harnstoff erbringen lassen wiirde. Kinmal kommt ohne Zweiic! 
Cholin beim Zusammenbringen mit Organbrei zum Abbau, 
gleichgiiltig ob Arginin bzw. Harnstoff zugegen sind, und dann 
ist die biologische Methode doch nicht fein genug, um feinste 
Unterschiede ausfindig zu machen. Wir benutzten bei unseren 
Versuchen die schéne Methode von Reid Hunt?) d.h. wir ver- 
wandelten Cholin in Acetylcholin und werteten dessen Menge 
am Herzstreifenpraparat aus, und zwar suchten wir die Schwelle 
festzustellen, bei der eben noch eine Wirkung zu erzielen war. 
In einzelnen Fallen war die Cholinmenge in den Fallen ver- 
ringert, bei denen Arginin zugesetzt war. Jedoch war diese: 
Befund kein regelmabBiger. 

Man wird bei biologischen Untersuchungen stets an 
mehrere Moglichkeiten bei der Ausbildung einer bestimmten 
Reaktion denken, insbesondere dann, wenn die erhobenen Be- 
funde in quantitativer Hinsicht nicht voll befriedigen. Wir 


haben uns hin und her iberlegt, ob nicht bei den Versuchen, 


in denen Cholin und Harnstoff zusammenwirken konnten, 
sekundiire Wirkungen fiir eine vermehrte Kreatinbildung in 
3etracht kommen kénnten. Wir dachten z. B. an die Még- 
lichkeit einer Zerstérung von vorgebildetem Kreatin bzw. 
Kreatinin und rechneten mit der Méglichkeit, da8 der gleich- 
zeitige Zusatz von Arginin bzw. Harnstoff+ Cholin den er- 
wihnten Vorgang hemmen kénnte. Unsere Versuche ergabe: 





1) Reid Hunt, J. of pharm. and experim. ther. Bd. 7, S. 301 (1915). 
— Vgl. auch M. Guggenheim und Léffler, Biochem. Zs. Bd. 74, 
S. 209 (1916). 
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jedoch nicht den geringsten Anhaltspunkt fiir eine solche An- 
nahme. Wir kommen deshalb zum Schlusse, da’ unsere 
Versuche die Vorstellung von Riesser, wonach dem 
Cholin bei der Kreatininbildung eine Bedeutung zu- 
kommt, stiitzen. 


Experimenteller Teil. 


1. Ansatz der Versuche. 


Dem frisch geschlachteten Tier wurden die Leber und 
die Muskeln der Hinterbeine entnommen. Die letzteren wurden 
yon Fett und Bindegewebe moglichst betreit. Die Organe 
zerkleinerten wir entweder mittels einer Fleischhackmaschine 
oder bei kleineren Mengen durch Zerschneiden mit der Schere. 
Vom entstandenen Brei wurden sofort gleiche Teile abgewogen 
(gewobnlich 5 g Muskel und 2,5 @ oder 5 g Leber) und in ver- 
schlieBbaren GefiBen in 100 ccm Ringerlésung suspendiert. In 
dieser waren gegebenenfalls die Zusitze (0,5 g Cholinchlorid 
oder 0,4 g d-Arginin, bzw, beide Verbindungen) vorher gelést 
worden. Ein Kontrollversuch blieb frei von solchen. Nach 
Zugabe von 1,5 com Chloroform und Uberschichten mit 12 cem 
Toluol zur Verhinderung von Fiaulnis wurden die Organ- 
gemische 36—48 Stunden stehen gelassen. Es geht dabei, wie 
eine Priifung durch Zusatz bekannter Mengen Kreatin zu einer 
solchen Lésung ergab, kein solches durch Zersetzung verloren. 


2. Aufarbeiten der einzelnen Ansatze.’) 


Nach der genannten Zeit wurden die Gemische mit der 
5-—6 fachen Menge Wasser verdiinnt und dann durch tropfen- 
weise Zugabe von 20 ccm dialysierter Kisenoxychloridlésung 
(D.A.B. 6)?) unter Umschwenken enteiweiBt. Das entstandene 
Gemenge wurde eine Stunde — auf einer Maschine — gut 
durchgeschiittelt, dann auf ein bestimmtes Volumen — ge- 
wohnlich 800 com — aufgefiillt und durch ein Faltenfilter 


1) Vgl. auch Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. physiol. u. 
pathol.-chem. Analyse, 9. Aufl., S. 874 (1924); Hahn u. Schifer, Zs. 
Biol. Bd. 78, S. 156 (1828). 

*) Rona, Biochem. Zs. Bd, 27, S. 348 (1910). 
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filtriert. Vom klaren Filtrat wurde ein abgemessener T'eil — 
zumeist kamen 700 ccm zur Anwendung — unter vermindertem 
Druck bei 50—60° eingeengt und der Riickstand auf 25 bzw. 
50 ccm aufgefiillt. Diese Lésungen waren meistens schwach 
gelbgriin gefairbt und zuweilen etwas triibe. 

In bescnderen Versuchen zeigte es sich, dai das aus- 
fallende EKisenhydroxyd kein Kreatin mitreiBt. Zu beachten 
ist, daB die Lésungen beim Kinengen nicht bis zur Trockne 
verdampft werden, weil sonst der Gehalt an praformiertem 
Kreatin stark erhéht wird und auch die Kigenfirbung sich: 
vertieft. 


3. Umwandlung von Kreatin in Kreatinin. 


Von der eingeengten Lésung wurde ein Teil (10 ccm) zur 
Umwandlung des Kreatins in Kreatinin mit 1,1 ccm konzen- 
trierter Salzsiure versetzt, um eine in bezug auf Salzsiure 
normale Lésung zu erhalten. Die Liésung wurde dann nach 
Hahn und Barkan!) 24 Stunden auf 65° erwirmt. Da durch 
die der zugesetzten Leber entstammenden Kohlenhydrate meist 
eine Gelb- bis Braunfairbung der Liésung eintrat, wurde sie 
mit 0,05 g Tierkohle entfirbt, filtriert, der Filterriickstand 
quantitativ ausgewaschen und das Filtrat, das dann zur Be- 
stimmung des Gesamtkreatinins diente, auf 25 ccm aufgefiillt. 
Wir iiberzeugten uns in besonderen Versuchen, daB die an- 
gewandte Tierkohlenmenge die Ausbeute an Kreatinin nicht 
beeinfluBt. 


4. Kreatin- bzw. Kreatininbestimmung. 


Diese erfolgte auf Grund der Jaffeschen Reaktion nach 
Folin.?) Sie ist neuerdings durch Hahn und Meyer’) au! 
ihre Fehlergrenzen untersucht worden. 

a) Priformiertes Kreatin: 20 ccm der eingeengten 
Lésung (vgl. unter 2.) wurden mit 3,75 ccm  Pikrinsiure 
(1,2°/,ig in Wasser) und 1,25 ccm 10°/,iger Natronlauge ver- 
setzt, 12 Minuten bei 20° stehen gelassen und dann eventuell 





‘) Hahn u. Barkan, Zs. Biol. Bd. 72, 8. 25 u. 305 (1920). 
2”) Otto Folin, Diese Zs, Bd. 41, S. 223 (1904). 
*) Hahn u. Meyer, Zs. Biol. Bd. 76, S. 247 (1922). 
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filtriert. Die blanke Lésung wurde sofort zur Bestimmung 
verwendet. 


b) Gesamtkreatinin: 5 bzw. 10 cem obigen Filtrats 
wurden mit 30°/,iger Natronlauge gegen p-Nitrophenollésung 
als Indicator neutralisiert. Seine Farbe stért bei der weiteren 
Bestimmung nicht.’) Dann wurde mit 7,5 ccm Pikrinsiure- 
lésung und 2,5 ccm 10°/,iger Natronlauge 12 Minuten bei 20° 
stehen gelassen. In dieser Zeit erreicht die Farbung ihr 
Maximum und bleibt einige Minuten konstant. Es wurde nun 
auf 50 ccm aufgefiillt und nunmehr die Bestimmung durch- 
gefiihrt. 


Die Vergleichung der Farbtiefe wurde im Biirkerschen 
Himoglobinometer vorgenommen. Die Beleuchtung erfolgte 
mit der diesem beigegebenen Lampe. Der Apparat befand 
sich bei moéglichst konstanter Temperatur stets am selben Ort. 
Die Ablesung erfolgte stets innerhalb 3—7 Minuten nach der 
Auffillung. Auf Innehaltung der gleichen Zeit- und Tempe- 
raturbedingungen bei einer Versuchsreihe ist der gréBte Wert 
za legen, wegen der sonst unvermeidlichen, starken Schwan- 
kungen in der Farbe der zu untersuchenden Lisungen. 


Bei diesem Colorimeter, bei dem vollige optische Symme- 
trie erreicht ist, wird die Ejigenfarbe des ,,Lésungsmittels“ 
durch eine Lésung von Pikrinsiure in Natronlange von 
gleicher Konzentration, wie bei dem eigentlichen Versuch, aus- 
geglichen. 

Zum Vergleich diente bei der Messung zunichst eine 
Kreatininstammlésung, die gegen eine n/2-Kaliumbichromat- 
lésung eingestellt wurde. Von dieser entsprachen 10 mm 
Schicht einer 2°/,,igen Kreatininlésung von 10,12 mm Hohe. 
Der Vergleich gegen die in der Farbe unverinderliche Bi- 
chromatlésung vereinfachte die Ablesung bei den Reihen- 
versuchen und gab brauchbare Vergleichswerte. Es sind die 
unten angegebenen Werte nur innerhalb ein und derselben 
Versuchsreihe direkt vergleichbar, wihrend bei den verschie- 


') Hahn u. Schafer, Zs. Biol. Bd. 78, S. 156 (1923). 














220 Emil Abderhalden und Paul Médller, 


denen Versuchen noch andere unberiicksichtigte Faktoren mit- 
wirken, z. B. der Wassergehalt der verwendeten Organe usw. 

Jede Ablesung ist der Mittelwert aus 7 Einzelablesungen, 
die unter sich nicht mehr als 0,3 bis héchstens 0,4 mm ab- 
wichen, so daB der gefundene Wert auf 0,1 mm ungenau ist. 
Parallelbestimmungen mit derselben Liésung ergaben, daB die 
Fehlergrenze 0,2 mm gewohnlich nicht iiberschreitet. GréBere 
Unterschiede sind daher, als im Versuch begriindet, aus- 
gewertet. 


5. Beurteilung der Ergebnisse der Kreatininbestimmungen. 


Fiir die Berechnung gilt, nach dem eben erérterten, da8 
Unterschiede von 0,4 mg im Kreatiningehalt in die Fehler- 
grenze der Bestimmung fallen. Alle Angaben bedeuten Milli- 
gramm Kreatinin. Die Zunahme an Kreatinin ist als Diffe- 
renz zwischen den in den Versuchen mit und ohne Zusiitze 
gefundenen Werten, und zwar prozentual auf den Wert des 
Kontrollversuchs, berechnet. 

Der Gehalt an priformiertem Kreatinin ist zumeist un- 
beriicksichtigt geblieben, da er an sich sehr gering ist und 
auBerdem unregelmiBigen Schwankungen unterliegt, die offen- 
bar mit in der Versuchsanordnung begriindet sind. 


6. Ergebnisse der Versuche. 


Die ersten Versuche sind mit Organen von Hunden 
durchgefiihrt. Muskel, Gehirn, Leber, je allein gepriift, zeigen 
keine Unterschiede. 


Versuch Nr. 1: Hund, 10 g Muskel. 























al, Gesamtkreatinin 
Priform. ie 
Zusiitze Kreatinin abgelesen. eo wily 
in mm | Ansatzmenge 
Keine . 5,83 | 2,54] 9,5 , 9,3 | 0,0709 | 0,0743 30,1! 29,3 
| | 

04g Arginin. . . . . .| 5,64 | 9,1 | — |0,0733; — |30,5| — 
0,5 g Cholinhydrochlorid . .| 5,21 | — | 8&9 | — | 0,074 — {30,8 
Cholinhydrochlorid + Arginin } 5,33 | 2,821 9,1 | 9,4 0,078 0,0782] 30,9 | 29,4 








= 











Versuch Nr. 2: Hund, 10g Leber. 
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Zusiitze 


Keine. 

0,4 g Arginin . 4 

0,5 g Cholinhydrochlorid . 
Cholinhydrochlorid + Arginin . 








Priiform. Kreatinin 


Gesamtkreatinin 








in mg in mg 
0,24 | 0,05 0,84 | 0,82 
004 | — 0,85 | a 
0,11 1,06 | n 
0,18 - 0,93 


Versuch Nr. 3: Hund, 10 g Gehirn. 








Zusiitze 


Keine. 

0,4 g Arginin . 

0,5 g Cholinhydrochlorid . 
Cholinhydrochlorid + Arginin . 





Priform. Kreatinin 
in mg 
0,57 
0,40 
0.50 
0,39 





Gesamtkreatinin 
in mg 


3,16 


5,08 


9,08 


5,16 


In den folgenden Versuchsreihen sind Muskel und Leber 
in wechselnden Mengen zusammengemischt angewandt. 
Versuche zeigen eine, wenn auch kleine, so doch deutliche 
Zunahme an Gesamtkreatinin, wenn Cholin und Arginin zu- 


gesetzt waren. 


Versuch Nr. 4: Hund, 


5 g Muskel, 5 g Leber. 


Alle 








Gesamtkrea- 

Priform. |tinin, abgeles. 
Zusitze Kreatinin |Teilstr.in mm] Ber. in mg 

in mg in 0,07 ‘T'ln. d. 

Ansatzmenge 
Keine, . . + . ss «) 285) — P10 | 106 | ree) 188 
04g Arginn. . . . . . | 0,87 | 0,95 | 10,3 | 10,7 | 14,0 18,5 
0.5 g Cholinhydrochlorid. .} 2,53 | 2,16 | 10,6 | 10,7 | 13,6 18,5 
Vholinhydrochlorid + Arginin 2,09 | 2,18 9,3 9,0 | 15,6 16,1 














Zunahme 
in | 
+ 18 — 0,9 
— 1,1)— 0,9 





+12,9 | +17,9 


a eR AR a= ee a 
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Versuch Nr. 5: Hund, 3 g Muskel, 5 g Leber. 
Gesamtkreatinin 
Zusiitze abgeleseneTeilstr.| Ber. Zanabme 
inmmin 0,14 TIn.}| in mg in °%/, 
der Ansatzmenge 
Keine. 10,3 7,02 _ 
0.4 ¢ Arginin . 10,6 6,81 — 3,0 
0,5 g Cholinhydrochlorid . 10,6 6,81 — 3,0 
Cholinhydrochlorid + Arginin 9,7 7,35 + 6,1 
Versuch Nr. 6: Hund, 5 g Muskel, 10 g Leber. 
Gesamtkreatinin 
Zusiitze abgelesene Teilstr. Berechnet Zunahme 
ee in mm in 0,07 Tn. in mg m*), 
der Ansatzmenge 
Keine. . . . .. . . .184 | 84 | 8,3 ]17,2 [172 liza] — | — 
0,4 g Arginin . 8,25 | 8,25 | 8,4 717,5 (17,3 [17,2]+1,7/ +06 — 
0,5 g Cholinhydrochlorid. . | 8,25 | 8,1 8,4 [17,5 | 17,85) 17,2}+1,7| 4 3.8 | - 
Cholinhydrochlorid + Arginin] 8,1 8,2 | 8,0 | 17,85 | 17,6 | 18.1 ]+3,8 | +2,3 | +4,1 

















Kin entsprechender Versuch mit Gehirn und Leber ergibt, 
daB die Gesamtmengen Kreatinin zu gering sind, um eine 
sichere Zunahme aus den gefundenen Werten abzuleiten. 


Versuch Nr. 7: Hund, 5 g Gehirn, 5 g Leber. 











Zusiitze Gesamtkreatinin Zunahme in °, 
in mg 
Keine . 2,74 | 3,51 -— 
0.4 g¢ Arginin 244; — —110 — 
0,5 g Cholinhydrochlorid 2,94 | — + 7,8 | 
Cholinhydrochlorid + ial 2,76 3,69 + 1,1 + 5,1 


Der folgende Versuch zeigt, daB das Durchleiten von 
Sauerstoff wihrend des Stehens im Brutraum keinen foér- 
dernden EinfluB auf die Kreatinbildung hat. Ferner ist eine 


Abkiirzung der Versuchsdauer ohne merkliche Wirkung. 
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Versuch Nr. 8: Hund, 5g Muskel, 5 g Leber, unter Durchleiten von 
Sauerstoff. 





Zusitze 


15 


Keine. 





Avgimm . 6 ww thm 
Cholinhydrochlorid . | 9,5. 
Cholinhydrochl. + {| | 9,4 

Arginin . . . |] 9,7 


An Ratten 
Ergebnis. 


Gesamtkreatinin 
abgelesene Teilstr. 
in mm in 0,07 Tin. 
d. Ansatzmenge nach 


10,0 | 9,85 9,8 


| 18 | 25 Stdn. 


| 





| 9,4 9,4 
19,5 _ 
| 9,6 9,6 


Berechnet in mg 
nach 


15 | 18 | 25Stdi 


14,5 14,7 
15,2/15,4| 15,4 


15.4/15,2| — 
149/15,1 15,1 


1. 





Zunahme in °/, 
nach 
15 | 18 25Stdn. 


+4,8/4+48 44,1 
+6,2 | 43.4 _ 
+2,8/4+2.7 +20 


ausgefiithrte Versuche hatten ein gleiches 


Versuch Nr. 9: Ratten, 5 g Muskel, 4,5 g Leber. 





Zusiitze 


Keine 


Cholinhydrochlorid + Arginin | 8,0 


8.35 


? 





Gesamt- 
kreatinin in 
Teilstr. ab- 
gelesen in 
0,07 Tln. der 
Ansatzmenge 


in Ing 


8.3 117.3 | 17, 
7,8 | 181 18, 





Berechnet 


4 
6 





Zunahme 


+6,9 


+46 


Versuch Nr. 10: Ratten, 5 g Muskel, 5 g Leber. 





Zusitze 


Keine : 4 
Cholinhydrochlorid 
+ Arginin 


Gesamtkreatinin 
in Teilstr. 
abgelesen 


ohne | mit 0,7 ¢ 
Schilddriise 





8,9 | 8,5 

















Berechnet r . 9 
, Zunahme in °/, 
in mg 
ohne | mit ohne | mit 
Schilddriise Schilddriise 
ey — 
15,4 | 15,6 . sae 
| 
| 
16.2] 170 |+52 +90 


Wie aus dem vorliegenden Versuch hervorgeht, steigert 
die Gegenwart von Schilddrise die Kreatinbildung etwas. 


Die folgende Reihe zeigt, daB auch Ermiidung der Tiere 


a 















224 


durch lange andauerndes Riickwirtsziehen iiber eine rauhe 
Fliche bis zur Erschépfung ohne EinfluB auf die Kreatin- 
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bildung ist. 


Versuche Nr. 11 und Nr. 12: 


Ratten, 5 g Muskel, 2,5 








Zusiitze 


Keine . ae 
Cholinhydrochl. 
+ Arginin 
Keine . — 
Cholinhydrochl. 
-- Arginin 


Gesamtkreatinin ab- 
gelesene Teilstr. in 
mm in 0,07 Teilen der 


Berechnet in mg 











Ansatzmenge 
ermiidete nicht er- |ermiidete| nicht er- 
Tiere miideteTiere}] Tiere miideteTiere 
9,5 94 9,3 9,4 4152 15,4] 15,6 15,4 
| 
9,0 8,7 8,65 89 416,1 16,6 16,7 16,25 
89 87) 8&7 § 16,2 16,6 16,6 16,8 
84 84) 88 838 4172 17,2] 17,4 17,4 








Auch bei Ratten wurde noch einmal bestitigt, 


brei allein nicht imstande ist, nach Zusatz von Cholin und 


Arginin Kreatin zu_bilden. 


g Leber. 


Zunahme in °/, 





ermiidete nicht ermii 





Tiere dete Tier 
59 78) 7,1 5,5 
62 3,6| 48 3,6 | 


daB Muskel- 


Zugleich zeigt die folgende Ver- 
suchsreihe, da der Zusatz von Cholinhydrochlorid ohne Arginin 
keine Erhéhung des Kreatingehaltes bewirkt hat. 








Versuch 
5 g Muskel, 
Zusiitze Gesamt- 
kreatinin 
in mg 
Keine . - 15,9 | 15,7 
0,5 g  Cholinhydro- 
chlorid . . | 16,1 | 15,7 
0,5 g  Cholinhydro- | 
chlorid + 0,4 g Ar- 
ginin . « sf 16,8) 168 


Nr. 13: Ratten. 

2,5 g Leber 5 g Muskel allein 
Zunahme Gesamt- | Zunahme 
ae kreatinin | ay 
in °, , | in %/, 

} inmg | 

| 

ot ak 15,7 | — 

| 

po - 
11,3; £0 | 15,7 | 161 | -1,3) 42,5 

ae fo 
+5,7| +7,0] 15,9 | 159] £0 | +1,3 





Endlich hatte ein Versuch, bei Kaltbliitern eine ent- 
sprechende Kreatinzunahme zu erreichen, ein negatives Kr- 


gebnis. 


mit den Muskeln eines Tieres verwandt. 


Es wurde die Leber von frisch getéteten Fréschen 








ui 
rt 
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Versuch Nr. 14: Frésche, 5 g Muskel, 5 g 


Leber. 





Zusiitze 


Keine 


Cholinhydrochlorid 


in ing 





Gesamtkreatinin 


14,9 15,05 — 





15,15 15,25 +1] 


Zunahme in ° 


7 | +1,2 


SchlieBlich haben wir noch gepriift, ob sich Arginin durch 


Harnstoff ersetzen liBt. 


Versuch Nr. 15: 


tatten, 5g Muskel, 2,5 g Leber. 








Zusitze 


Keine 


0,5 g Cholinhydrochora +. 


0,4 g Arginin . 


0,5 g Cholinhydrochlorid + 
0,2 ; 


g Harnstott 





Gesamtkreatinin 
Teilstr. abgelesen 
in mm in 0,07 
d. Ansatzmenge 


9,0 


Berechnet 
in mg 


16,1 


16,8 








Zunahme 
in °/5 











Studien tiber das Verhalten von Polypeptiden 
und von Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem 
Alkali bzw. verdiinnter Saure. 


IV. Mitteilung.}) 
Versuche mit Polypeptiden, an deren Aufbau l-Cystin beteiligt ist. 


Von 
Emil Abderhalden und Wilhelm K6ppel. 
Mit 6 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1927.) 


Um weitere Beispiele fiir den EinfluB der Beteiligung von 
Glykokoll am Aufbau von Polypeptiden in Hinsicht auf die 
Hydrolysierbarkeit durch verdiinntes Alkali zu erhalten, haben 
wir Polypeptide der Wirkung von n- und n/2-Alkali ausgesetzt, 
in denen |-Cystin mit und ohne Glykokoll siureamidartig ver- 
kniipft ist, und zwar untersuchten wir Diglycyl-l-cystin, 
Di-dl-leucyl-l-cystin und Diglycyl-di-dl-leucyl-l-cystin. 
Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur (17°) und Brut- 
raumtemperatur (37°) durchgefiihrt. Wir haben auBerdem simt- 
liche Polypeptide der Wirkung von n/2- und n-Salzsiure aus- 
gesetzt. In keinem Falle trat hierbei eine in Betracht kommende 
Zunahme an Aminostickstoff auf. Die Beobachtungsdauer er- 
streckte sich bis zu 140 Stunden. Ausgefiihrt wurden auch 
diese Versuche bei Zimmertemperatur und Brutraumtemperatur. 
n/2-Alkali und n-Alkali hydrolysierten sowohl bei 17” 








1) Vgl. hierzu Mitteilung I—III in dieser Zs. Bd. 170, 8. 134, 146, 
158 (1927). 
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als auch bei 37° alle Polypeptide, an deren Aufbau 
Glycin beteiligt war, waihrend das Dileucyl-cystin in 
der gleichen Zeit keine Anderung aufwies. Ferner 
blieb die Hydrolyse des Diglycyl-di-dl-leucyl-l-cystins 
stehen, nachdem durch Abspaltung der Glycylkompo- 
nenten das Tripeptid Dileucyl-l-cystin entstanden 
war. Die erhobenen Befunde bestiitigen somit die interessante 
Tatsache, daS das Vorhandensein von Glykokoll als Baustein 
von Polypeptiden, deren Angreifbarkeit durch verdiinntes Alkali 
sehr stark erhéht und zum Teil geradezu bedingt. Diese 
Feststellung gibt AnlaB zu dér Hoffnung, daB es méglich sein 
wird, aus Proteinen, die Glycin enthalten, durch Kinwirkung 
von verdiinntem Alkali Polypeptidketten abspalten zu kénnen, 
an deren Aufbau die genannte Aminosiiure nicht beteiligt ist. 
Der eine von uns hat in dieser Hinsicht gemeinsam mit 
Kréner Abbaustudien mit verdiinntem Alkali und verdiinnter 
Siure an Serumalbumin und Serumglobulin begonnen. Diese 
beiden Eiwei8kérper unterscheiden sich untereinander dadurch, 
daB dem letzteren Glykokoll als Baustein zukommt, wihrend 
es bei der Hydrolyse des ersteren Proteins bis jetzt nicht auf- 
gefunden werden konnte. 


Experimenteller Teil. 
Versuche mit Diglycyl-l-cystin. 
0,6947 g Diglycyl-l-cystin (0,1 Mol.) wurden in 20 ccm 
n-NaOH gelést und ihre EKinwirkung bei Zimmertemperatur 
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(18°) mit Hilfe der Formoltitration nach Sérensen verfolgt. 
Zur Titration wurde je 1 ccm der Liésung angewendet. Dic 
erhaltenen Werte sind in Fig. 1 graphisch dargestellt, wobei 
1 cem titrierter n/5-NaOH 2,8 mg N entspricht. In den 
162 Stunden, wihrend welcher der Versuch durchgefiihrt 
wurde, hatte der Aminostickstoff um 29,3°/, zugenommen. 

0,3625 g¢ Diglycyl-l-cystin (0,1 Mol.) wurden in 10 ccm 
n-HCl gelést und in gleicher Weise, wie oben angegeben, je 
1 ccm der Liésung der Titration unterworfen. Es konnte je- 
doch keine Zunahme an Amuinostickstoff festgestellt werden. 

0,6939 g (0,1 Mol.) desselben Tripeptids wurden ferner in 
20 ccm n-NaOQH gelést und bei Brutraumtemperatur (37°) 
stehen gelassen. Bei diesem Versuch zeigte der Aminostick- 
stoff bereits nach 137 Stunden eine Zunahme um 84,4°/,, die 
sich auch nach weiteren 40 Stunden nicht mehr ainderte. Fig. 1. 

Kin Versuch, bei dem 0,3526 g Tripeptid in 10 ccm n-HC! 
gelést und bei Brutraumtemperatur stehen gelassen wurde, er- 
gab keine Zunahme des Amino-N. 


Polarimetrische Untersuchungen. 


0,0280 g Diglycyl-l-cystin wurden in 10 ccm n-NaOH ge- 
lést, in ein dem-Rohr gegeben und bei 21° und Gaslicht be- 
obachtet. Die Drehung nahm hierbei von — 0,31° bis — 0,41' 
(+ 0,02°) bei 161 Stunden Dauer zu. Fig. 2. 
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Desgleichen wurden 0,0342 g Tripeptid in 10 ccm n-NaOQH 
gelést und bei Brutraumtemperatur aufbewahrt. Hierbei zeigte 
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die Drehung eine Zunahme von — 0,37° auf — 0,58° bei 
137 stiindiger Dauer des Versuchs. Fig. 2. 

Beim Vergleich der bei der Sérensentitration erhaltenen 
Werte mit den Drehungswerten, ergibt sich, daB die Zunahme 
der Drehung nicht im zu erwartenden Verhiltnis zur Zunahme 
des Aminostickstofis steht. Gleiche Versuche, die mit n-HCl 
durchgefiihrt wurden, ergaben keine Anderung der Drehung. 


Versuch mit Di-d,l-leucyl-l-cystin. 

0,05 Mol, Dileucyl-l-cystin wurden unter den gleichen Be- 
dingungen, wie friiher geschildert, mit n-NaOH und n-HCl be- 
handelt. Hierbei ergab sich, daB weder n-NaOH noch n-HCl 
spaltend auf das Tripeptid einwirkte. Eine Zunahme des 
Amino-N war auch nach 140 Stunden nicht zu beobachten. 


Versuche mit Diglycyl-di-d.l-leucyl-l-cystin. 
Das Pentapeptid, das in bekannter Weise hergestellt 
wurde, wurde in gleicher Weise zuniichst mit n-NaOH und 
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n-HC] bei Zimmertemperatur und ferner bei Brutraumtemperatur 
behandelt. Zur Einwage gelangten molare Mengen (0,05 Mol.). 
Auch bei diesem Versuch konnte mit n-HCl keine Kinwirkung 
auf das Pentapeptid festgestellt werden, dagegen erfolgte bei 
Behandlung mit n-NaOH bei Zimmertemperatur wihrend 
160 Stunden eine Zunahme des Amino-N um 22,2°/,, bei 
Brutraumtemperatur bereits nach 102 Stunden eine solche von 
89,3°/,. Kine Verlingerung der Kinwirkungszeit ergab keine 
weitere Spaltung. Vel. Fig. 3. 
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Die Ergebnisse der polarimetrischen Untersuchungen dieses 
Versuches sind aus Fig. 4 ersichtlich. n-HCl blieb auch hier- 
bei ohne Einwirkung. 
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Spaltung mit n/2-NaOH. 
Da die Kinwirkung von n-NaOH auf das Diglycyl-dileucy!- 
l-cystin eine verhiltnismaBig groBe war, wurde das Penta- 


peptid anschlieBend mit n/2-NaOH bei Brutraumtemperatur 
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behandelt, Es wurde eine Aminostickstoffzunahme beobachtet, 
die jedoch erheblich hinter der mit n-NaOH erhaltenen zuriick- 
blieb. Sie betrug nach 131 Stunden 23,4°/). Die Resultate 
dieser Spaltung sind in Fig. 5 und 6 zusammengefaBt. n/2-HC! 
hatte keinen HinfluB. 
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Vergleichende Versuche iiber die Spaltung von Seidenpepton 
und Dipeptide durch sogenannte Glykokolleluate. 
Von 


A. Fodor und R. Schoenfeld. 





(Aus dem Institut fir Biochemie und Kolloidchemie der Hebrdischen Universitit 
Jerusalem. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1927.) 


Vor einiger Zeit gelang es Willstitter und seinen Mit- 
arbeitern') zu zeigen, dab bei der Behandlung von sauren 
Hefeautolysaten (mit Hilfe von Essigither dargestellt) mit Ad- 
sorbenzien, wie ‘l’onerde oder Kaolin, sowohl die fermentative 
Wirkung auf Peptone (tryptische Spaltung) als auch auf niedere 
Polypeptide (ereptische Spaltung) verschwindet, da die ent- 
sprechenden Fermente adsorbiert werden. Behandelte man die 
Adsorbate mit geeigneten Eluenzien, z. b. mit verdiinntem 
Ammoniak, so gelang die Elution des Trypsins, nicht die 
des Erepsins. Die genannten Forscher finden also auf Grund 
dieser Krfahrung die Existenz zweier verschiedener  selb- 
stindiger Fermentwirkungen im Hefeautolysat. Dazu kommt 
noch ein zweites von ihnen beobachtetes Phinomen, wonach 
nimlich bei der Behandlung der Hefe mit Chloroform ein 
Autolysat entsteht, das lediglich unverindertes Eiweif spaltet, 
wogegen die Wirkung auf Dipeptide ausbleibt. 

Auf der anderen Seite gelang es Grassmann?) Glycerin- 
extrakte der Pankreasdriise durch ein umstiindliches Verfahren 
in der Weise zu behandeln, daB schlieBlich einerseits Eluate 
vorlagen, die ausschlieBlich tryptisch wirkten, und andererseits 
solche, die ausschlieBlich ereptisch wirksam waren. Auf Grund 





') Willstitter u. Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926). 
*) Grassmann u. Haag, Diese Zs. Bd. 167, S. 188 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXX 16 
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dieser Befunde darf man nach diesem Forscher fiir die Pan- 
kreasfermente die Annahme machen, daB Peptone (beniitz: 
wurde Albuminpepton Merck) durch Trypsin, nicht aber durch 
das ereptische Ferment gespalten werden. Dagegen erhebt 
sich unseres Erachtens die Frage, ob die Differenzierung 
zwischen Peptonen im allgemeinen und Polypeptiden zurzeit 
iiberhaupt méglich ist. So viel wir heute aussagen kénnen, 
gibt es fiir den Begriff ,Pepton“ keine scharfe Definition. 
Diese Stoffe werden durch verschiedene, untereinander oft gai 
nicht vergleichbare hydrolytische Verfahren hergestellt und 
sind im Endresultat als chemisch unterschiedliche Kérper bzw. 
Gemische zu bewerten. In einem gegebenen Falle mag der 
als ,,Pepton“ bezeichnete Stoff, durch tief eingreifende Zer- 
legung bei seiner Darstellung, aus Gemischen niederer Poly- 
peptide bestehen, in einem anderen dagegen noch den Erst- 
lingsprodukten der Proteolyse nahe stehen. Bevor man also 
nicht in der Lage ist, tiber die Natur der einzelnen Peptone 
bzw. verwendeten Peptonpriparate Genaues auszusagen, kénnen 
wir die Nichtspaltbarkeit gewisser Peptone durch Krepsin 
vielleicht auf den Umstand zuriickfiihren, daB sie ihrer Struktur 
nach noch zu sehr proteinahnlich sind, und aus diesem Grunde 
ausschlieBlich durch das tryptische Fermentsystem gespalten 
werden kénnen. Der Schwerpunkt des Kriteriums in dem 
genannten Problem verschiebt sich somit nach dem 
Wesen der Peptone und ihrer Struktur. In Anbetracht 
dessen, daf wir heute die Proteine nicht mehr als lange 
Peptidketten ansprechen kénnen, werden die ihnen struktur- 
chemisch nahe stehenden Peptone noch keine Polypeptid- 
struktur besitzen, d. h. nicht lediglich Peptidketten dar- 
stellen. Dies wird bei stark abgebauten Peptonen wohl der 
Fall sein. 

Wir haben es unternommen, mit Hilfe der von uns dar- 
gestellten Glykokolleluate nachzupriifen, ob es dem Wesen 
des Seidenpeptons (Héchst) entspricht, unter Umstinden aus- 
schlieBlich von Trypsin und nicht vom ereptischen System ge- 
spalten zu werden, mit anderen Worten, ob eine Unterschied- 
lichkeit im Charakter der Peptonspaltung gegentiber der Pep- 
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tidspaltung erkennbar ist. Beziiglich der Darstellung dieser 
Glykokolleluate mége auf unsere friihere Mitteilung!) verwiesen 
werden. Neben ihrer spaltenden Wirkung auf Peptone und 
Dipeptide besitzt diese Fliissigkeit noch eine gewisse ver- 
fliissigende Wirkung auf Gelatine, entfaltet also eine nach- 
weisbare tryptische Wirkung. Aus neutralen Eluaten kann 
man simtliche diesen Wirkungen entsprechende fermentative 
Systeme mit Hilfe von Adsorbenzien entfernen. Man _ erhilt 
Adsorbate, die Peptone und Dipeptide spalten, wenn man die 
Adsorbate in geeigneten Lésungen suspendiert. Diese Adsor- 
bate stellen die von uns als ,zweite Adsorbate* bezeichneten 
dar. Aus ihnen gelingt die Wiederelution der genannten Fer- 
mentsysteme mittels Glykokolls nicht mehr. 

Der unseren Untersuchungen zugrunde liegende Plan um- 
faBte folgende Fragestellungen: 1. Die Frage, ob die Peptid- 
spaltung von der Peptonspaltung beziiglich der optimalen (H*) 
unterschieden werden kann. 2. Inwieweit die Intensititen 
beider Spaltungsreaktionen Unterschiede aufweisen. 3. Ob in 
der Empfindlichkeit gegeniiber hemmenden Substanzen Ditfe- 
renzen vorliegen. 4. Ob die Méglichkeit besteht, die Dipeptid- 
spaltung mit Hilfe von Adsorbenzien oder Giften wie Chloro- 
form, unter Erhaltung der Peptonspaltung, abzutrennen oder 
ob vielleicht das Umgekehrte gelingt. 5. Endlich sollten beide 
Wirkungen, sowohl die dipeptidische als auch die peptonische, 
bestimmten, in Aktivitatssteigerungen bestehenden Veriinde- 
rungen unterworfen werden, um das Vorhandensein oder die 
Abwesenheit einer Symbasie beider Wirkungen festzustellen. 

In dem folgenden lassen wir unsere experimentellen Be- 
funde vorangehen. 

1. Versuche von A. Fodor und Ch. Epstein’) zeigten 
vor einigen Jahren, daB die optimale (H*) des sogenannten 
Glykokolleluates einerseits fiir Dipeptide und andererseits fiir 
Seidenpepton (Héchst) nicht unterschiedlich ist und daB beide 
Optima bei etwa 1078 liegen. Nach Willstitter und Grass- 





') A. Fodor u. R. Schoenfeld, Diese Zs. Bd. 160, S. 169 (1926). 
*) Kolloid.-Zs. Bd. 37, 8. 168 (1925), 
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mann liegt das Optimum fir das Hefetrypsin bei p, = 7,0. 
Bei dieser (H*) wird Seidenpepton mit Hilfe des Glykokoli- 
eluates noch nicht optimal gespalten. 

2. Die Spaltungsintensitaten des Peptons und der Di- 
peptide weisen ganz erhebliche Unterschiede auf. Diese ver- 
schiedene Geschwindigkeit beider Reaktionen beginnt bereits 
bei den gewéhnlichen Macerationssiiften (Tab. I). Danach wird 
eine 1,7°/,ige Peptonlésung, die hinsichtlich ihrer molaren 
Konzentration einer 2°/,igen allerdings racemischen Glycyl- 
leucinlésung unterlegen sein muff, mit der 5fachen Antfangs- 
geschwindigkeit gespalten als die Dipeptidlésung. 


Tabelle L 


Je 15 ccm Macerationssaft und 5 ecm Phosphat. 
Dazu a) 5 cem Peptonlésung 5°/,. 
b) 5 eem a 
c) 5 cem einer 2°/,igen Lésung von Glycyl-leucin in Phosphat. 





as 





eem n/10-NaQH auf 10 cem Gemisch 
Ansatz , 
sofort | n. 120 Min. Differenz 
a 7,75 | 990 | 215 
b 5,20 6,20 | 1,00 
¢ 6,60 680 | 0,20 





Wenn wir nun zu den aktiven Glykokolleluaten iibergehen, 
so finden wir in der T'abelle If ahnliche Verhiltnisse: Indes 
25 com Eluat auf die Peptonlésung so eingewirkt haben, dab 
nach 2 Stunden der Verbrauch an n/50-NaOQH 7,75 ccm ent- 
spricht, betrigt die verbrauchte Laugemenge bei einer 2°/ igen 
Leucyl-glycinlésung nach 3 Stunden erst 1,80 ccm. Da das 
Dipeptid als Racemat vorliegt, miissen wir die Konzentration 
seines aktiven Anteils mit 1°/, einsetzen und einer 5°/,igen 
Peptonlésung gegeniiberstellen. Die Unterschiede in der 
Reaktionsgeschwindigkeit sind demnach fiir nahezu iqui- 
molekulare Lésungen so gro’, da8 wir auf Grund dieser 
Erscheinung a priori zwei differente Fermentsysteme vor 
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uns zu haben glauben. Allerdings ist diese Annahme keines- 
wegs zwingend. Die Forschungen auf dem Gebiete der 
Fermente ergaben, daB selbst beim gleichen Fermentsystem 
verschiedene Substrate mit recht unterschiedlichen Geschwindig- 
keiten reagieren kénnen. Ferner ist diese Differenz in der 
Spaltungsgeschwindigkeit von Seidenpepton und einfachen Di- 


Tabelle I. 


A. Spaltung von Pepton durch steigende Mengen Eluat. 
Je 5 eem einer 5°/,igen Lésung von Pepton in Phosphat- 
lisung Py = 8. 
Dazu a) 5 ecm Eluat, 30 cem Phosphatlésung. 
b) 10eem = ,, =. 25 eem “4 
ec) 15cem ,, 20 ccm - 


d) 25eem ,, 10 cem ‘a 








eem n/10-NaOH auf 10 ccm Gemisch 
Ansatz a a . 
: . Differenz d. Gesamt- 
Ss rt 5 lV . . 2 . ‘ “¢ 
sofort n. 60 Min. n. 120 Min : aie | aie 
a 4,30 4,50 4,70 | 020 | 0,40 
6,05 | 6,40 6,80 035 | 0.75 
¢ 780 | 8,40 8,90 | 0,60 | 1,10 
a 11,35 | 12,30 12,90 095 | 1,55 








B. Spaltung von Leucyl-glycin durch steigende Mengen Eluat. 
Je 5 cem einer 2°/,igen Lésung von Leucyl-glycin in Phosphat- 
losung, 


Dazu a) 5 ccm Eluat, 30 cem Phosphatlésung. 


b) 10cem = , 25 ccm a 
ec) 15cem_,, 20 eem Z 
d) 25ceem , 10ccm = 





eem n/50-NaOH auf 10 ecm Gemisch. 











Ansatz ) ° 
- 4 : Differenz d.| Gesamt- 
sofort n. 60 Min. | n. 180 Min. 1, See. | lees 
a 9,80 9,80 10,20 0,00 0,40 
b 13,50 13,60 14,50 0,10 1,00 
C 16,95 17,00 | = 18,00 0,05 1,05 
d 28,70 24,20 | 25,50 0,50 1,80 
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peptiden von der Provenienz des Fermentes sowohl, als 
auch von seinem Milieu stark abhingig. Es geht z. B. aus 
der Arbeit E. Abderhaldens und A. Fodors!) hervor, dag 
Miinchner Trockenhefe nach Lebedew (Firma Schroder) 
ein Macerat lieferte, dessen Wirksamkeit auf Dipeptide die 
Peptonspaltung ganz bedeutend iibertraf. 

Wir gelangen also zu der Vermutung, dab die Anwesen- 
heit des Glykokolls in unserem Fermentauszug auf die Di- 
peptidspaltung stirker hemmend einwirkt als auf die Seiden- 
peptonspaltung. Damit kommen wir zur Besprechung der Frage 

3. Wie aus unserer bereits zitierten friiheren Abhand- 
lung’) hervorgeht, wird die Spaltung von Seideupepton durch 
Hefemacerate unter den von uns eingehaltenen iufBeren Be- 
dingungen durch den Zusatz von Aminosiiuren vom Typus des 
Glykokolls und Leucins nicht nur nicht gehemmt, sondern im 
Falle des Leucins sogar geférdert. Wie die Tabelle III auf- 


Tabelle IIL. 


Spaltung von Leucyl-glycin durch Macerationssaft in Gegenwart 
von Leuein und Glykokoll. 
Je 30 ccm Macerationssaft, 10 eem Phosphatlisung p,;; = 8, 10 cem 
einer 1°/,igen Loésung von Leucylglycin in Na,HPOQ,, neutralisiert. 
Dazu a) 15 eem Wasser. 
b) 15 cem einer gesittigten Leucinlésung. 
ce) 15 cem einer 2°/,igen Glykokollésung. 
d) 15 cem eines Gemisches einer gesiittigten Leucinlésung 
mit 0,3 g Glykokoll. 








eem n/10-NaOH auf 10 cem Gemisch 


Ansatz . > 
; . | Differenz d.| Gesamt- 
sofort n. 60 Min. n. 120 Min. | : dois | Peel 














m 7,25 8,06 8,15 0,75 | 0,95 
b 10,00 —-10,70 10,90 | 0,70 | 0,90 
¢ 17,80 | 18,60 18,80 | 0,80 — 1,00 
d 20,60 21,25 21,40 | 0,65 0,80 


') Fermentforschung Bd. 1, S. 533 (1916). 
*) A. Fodor u, R. Schoenfeld, a, a. O. 
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weist, wirkt ein Zusatz der gleichen Aminosiuren auf die 
Spaltung von Leucyl-glycin durch Macerate in kaum beachtens- 
werter Weise veriindernd. Ganz anders verhilt sich dagegen 
das Glykokolleluat (Tab. [V). Fiigt man zu letzterem so viel 
Glykokoll, daB das an dieser Substanz ab ovo 1°/,ige Eluat 
2°/,ig wird, so zeigt sich eine deutliche Hemmung der Pepton- 
spaltung. Wir miissen also annehmen, dab die Wirkung des 
peptonspaltenden Ferments im Eluat durch das Elutionsmittel 


an sich bereits gehemmt ist. Der Grad dieser Hemmung 1iBt 


Tabelle IV. 


A. Spaltrng von Pepton durch Eluat bei Gegenwart von Glykokoll. 


Je 25 cem Eluat, 5 cem Pepton 1,7°/,ig, 10 eem Phosphat. 
Dazu b) 0,25 g Glykokoll. 





cem n/10-NaQOH auf 15 eem Gemisch 
Pa ee ae ee ee ee eT ener 
sofort n. 180 Min.  Differenz 
SO 
a 11,85 | 1250 | 0,65 
b 23,65 | 24,10 | 0,45 





B. Spaltung von Leucyl-glycin durch Eluat bei Gegenwart von 
Glykokoll. 

Je 25 ccm Eluat, 5 ccm einer 2°/,igen Lisung von 2°), Leucyl- 
glycin in Phosphatlésung, 10 eem Phosphatlésung. 

Dazu b) 0,5 g Glykokoll. 











cem n/10-NaOH auf 30 eem Gemisch 
Ausatz ma 
sofort | n. 180 Min.| Differenz 
: 37,60 38,30 | 0,70 
b 65,65 65,65 0,00 





C. Spaltung von Glycyl-leucin durch Eluat. 


25 eem Eluat, 5 cem einer 2°/,igen Loésung von Glycyl-leucin, 





10 cem Phosphatlésung. 


eem n/10-NaOH auf 15 eem Gemisch 
sofort | n, 180 Min. Differenz 


5,00 5,30  ——0,30 


cA eR RRR ca ca at tite 
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sich jedoch aus dem Grunde schwer beurteilen, weil eine dia- 
lytische Reinigung des Eluates die gleichzeitige Inaktivierung 
des Fermentes zur Folge hat. Was man also auf der einen 
Seite gewinnt, verliert man auf der anderen. 

Immerhin ist aus der Tabelle IV ersichtlich, daB die 
Spaltung des Dipeptids unter Umstinden, wo die Peptonspal- 
tung bloS um etwa 30°/, herabsinkt, vollstindig gehemmt 
wird. Noch viel empfindlicher als das Leucyl-glycin ist das 
Glycyl-glycin, das durch Glykokolleluate iiberhaupt nicht ge- 
spalten werden kann. 

Auf Grund dieser Befunde gelangen wir zu dem Ergebnis, 
daB die so stark unterschiedliche Wirkungsintensitaét unseres 
Eluates auf Seidenpepton einerseits, und auf niedere Peptide 
andererseits offenbar darauf beruht, daB die Peptonmolekiile 
die an das Glykokoll verankerte zymophatische Substanz (zy. 8S.) 
entsprechend rascher zu dislozieren vermégen als_ eintache 
Peptide vom Typus der erwaihnten Dipeptide. Das Glykokoll 
tritt als Trager der zy. S. auf. Das System (Glykokoll = zy. 8.) 
stellt ein sekundires zymostabiles System dar.') Die Uber- 
fiihrung der zy. S. in die zymolabile Form erfolgt durch das 
Substrat, und die Geschwindigkeit dieser Dislokation ist von 
der Natur des Substrates stark abhingig. Wie aus den Be- 
funden hervorgeht, vermag das Seidenpepton diesen ProzeB be- 
deutend rascher als niedere racemische Peptide herbeizufihren. 
Auch hier messen wir, wie in anderen Milieus der Fermente, 
in der Reaktionsgeschwindigkeit die Geschwindigkeit der 
islokation. 

Sobald wir das Milieu der Fermentwirkung verindern, 
indem wir das Glykokolleluat mit Kaolin behandeln und das 
Ferment auf dieses iibertragen, d. h. ein ,,zweites Adsorbat“ 
herstellen, wird die Diskrepanz zwischen beiden Spaltungen 
nicht mehr so auffallend groB wie vorher. Das Verhiltnis 
von 4:1 verwandelt sich in 8:1. MHier stehen die Sub- 
strate nicht mehr dem System (Glykokoll = zy. S.), sondern 
(Kao = zy. 8.) gegeniiber, und damit ist der Dislokations- 


') A. Fodor u. Ch. Epstein, Diese Zs. Bd. 167, S. 1 (1927). 
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vorgang anderen Vorbedingungen unterworfen, die das End- 
ergebnis entsprechend modifizieren. Ks darf uns nicht wunder- 
nehmen, wenn, wie in der zitierten Angabe von Abderhalden 
und Fodor, sich das Verhiltnis geradezu umkehren kann. 
Wir kénnen uns vorstellen, daB ein besonders giinstiger Ver- 
teilungszustand des nativen kolloiden Trigers im Macerat ge- 
wisser Hefen die Dislokation seitens optisch aktiver Dipeptide, 
die in jenem Falle zur Anwendung kamen, besonders begiin- 
stigt. Wie der eine von uns bei einer friiheren Gelegenheit 
dargetan hat), miissen wir in jeder Fermentwirkung einen kon- 
kurrierenden Vorgang zwischen mehreren Kérpern suchen, die 
sich der zy. S. bemichtigen wollen. Welcher von ihnen des 
anderen obsiegt, hiingt nicht allein von ihren Affinititen zur 
zy. S. ab, sondern auch vom Modus, in dem die zy. 8S, beiden 
dargeboten wird, also vom Milieu der letzteren. 


Tabelle V. 


Spaltung von Leucyl-glycin durch Glykokolieluat des Adsorbates II. 

a) 25 ecm Suspension, 20 cem einer 2°/,igen Lésung von Leucyl- 
glycin in Phosphatlésung py, = 8. 

b) 25 ccm Suspension, 10 cem Peptonlésung 5°/jig, 10 cem Phosphat- 
losung. Zur Titration werden je 20 cem der Gemische mit 10 eem 
Formol versetzt und filtriert. Vom Filtrat gelangen je 15 ecm zur 
Titration. 








eem n/10-NaOH auf 15 cem Filtrat 
Ansatz sheila ta ead li 
sofort =n. 180 Min. | Differenz 

a 430 | 465 | 0,35 

b 4,10 510 1,00 





4. Es fehlte unsererseits nicht an Bemithungen, um zu 
priifen, ob eine Trennung der peptonischen und der peptidischen 
Wirkung durch das Eingreifen von Adsorbenzien méglich ist. 
Wie aus der Tab. VI hervorgeht, gelingt es durch vorsichtige 
partielle Adsorption aus saurer Lésung mittels Kaolins die 
Peptidspaltung sehr stark, in einigen Fallen bis auf 0, herab- 
zudriicken, wobei aber auch die Peptonspaltung ganz bedeutend, 


1) Kolloid-Zs. Bd. 40, S. 234 (1926). 
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haufig auf weniger als die Hilfte, vermindert wird. Man wiirde 
fehlgehen, wollte man aus dem 2-Stundenversuch den Schlut 


Tabelle VI. 


Trennung der peptonspaltenden von der peptidspaltendeu 
Wirkung im Glykokolleluat. 

A. 50 cem Glykokolleluat werden mit 2 ccm n/10-HCl angesiiuert 
und */, Stunde stehen gelassen, dann mit 0,25 g Kaolin 15 Minuten ge 
schiittelt und filtriert. 

a) 15 ccm angesiduertes Eluat, 5 ccm einer 5°/,igen Liésung von 
Pepton in Phosphatlésung py, = 8, 5 cem Phosphatlésung. 

b) 15 eem Eluat nach Adsorption und Filtration, sonst wie a. 

ec) 15 ecm angesiiuertes Eluat, 10 cem einer 1°/, igen Lésung von 
Leucyl-glycin in Phosphatlésung py = 8. 

d) 15 cem Eluat nach Adsorption und Filtration. 








eem n/10-NaOH auf 100 cem Gemisch 

Ansatz {—— Eee 
sofort §n, 120 Min. Differenz 

a 10,30 12,60 2,30 

b 10,10 11,20 1,10 

¢ 8,35 8,90 0,55 

d 8,50 8,50 0,00 





B. 50 ccm Glykokolleluat werden mit 0,5 g Kaolin behandelt. 


a) 15 ccm Eluat, 0,6 cem n/10-HCl, 5 cem Pepton 2,5°/, ig, 5 cen 
Phosphatlésung. 

b) Desgl. nach Adsorption. 

c) 15 cem Eluat, 0,6 eem n/10-HCl, 5 ecm Leucyl-glyein 2°/,ig, 5 cem 
Phosphat. 
d) Desgl. nach Adsorption. 














eem n/10-NaOH auf 10 ecm Gemisch 
Ansatz ar aah ’ 

) : Differenz | Differenz 
sofort mn. 120 Stdn.| n. 20 Stdn. « <i | n. 20 Stdn. 

a 10,75 12,90 | val 2,15 ~ 

b 11,00 12,60 14,20 1,60 3,20 

¢ 8,70 15 | - 0,45 = 

d 8,00 810 | $50 |; 0,10 0,50 


























peut 
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C. Spaltung von Pepton und Leucyl-glycin durch Eluat in Gegen- 
wart von Chloroform. 

Glykokolleluat wurde mit Chloroform gesiittigt und 2 Tage im 
Eisschrank aufbewahrt. 

a) 15 ccm Eluat, 5 cem Pepton 5°/, ig, 5 cem Phosphatlésung. 

b) 15ecm_ ,, , 10 cem einer 1°/, igen Lésung von Leucyl-glycin 
in Phosphatlésung. 





eem n/10-NaOH auf 10 eem Gemiseh 
Ansatz , ~— 
sofort n. 120 Min. | Differenz 

a 8,40 9,85 | 1,45 

b 7,60 7,60 0,00 





ziehen, daf die Peptidspaltung nunmehr voéllig zum Stillstand 
gekommen ist. Dehnt man nimlich den Versuch auf 20 bis 
24 Stunden aus, so gelingt es nachzuweisen, daB die Hydrolyse 
des Dipeptids positiv ist. Der erhaltene Alkalititer befindet 
sich lingst jenseits der Fehlergrenze. Somit besteht noch 
eine Dipeptidspaltung, wiewohl sie auferordentlich zégernd ver- 
lauft. Durch das Kingreifen des Adsorbens wurde das Ferment 
weitgehend adsorbiert und die an sich triage Reaktion der 
Dipeptidhydrolyse stark verlangsamt. Wir miissen hervor- 
heben, daB bei der Adsorption das Eluenz, d. h. das Glykokoll 
nicht in das Kaolin hineingeht. Folglich bleibt die restierende 
Menge von zy. S. an einen so groBen UberschuB des Glykokolls 
gebunden, daB die an sich schwach dislozierenden Dipeptide 
dieser Menge nicht mehr gewachsen sind, wenigstens nicht 
unter den von uns eingehaltenen Konzentrationsverhiltnissen. 
Das viel energischer dislozierende Pepton dagegen wirkt 
weiter, wenn auch viel langsamer, als vorher. 

Als Beweis fiir die Richtigkeit der Anschauung, wonach 
keine Trennung zweier verschiedener Fermentsysteme vor sich 
gegangen ist, daB vielmehr ein und dasselbe System zur Ad- 
sorption gelangte, diene der Versuch in Tab. VII, in welchem 
dies Aktivititsverhaltnis beider Spaltungen im Adsorbat unter- 
sucht wurde. Wiirde das peptidspaltende Agens durch das 
Adsorbens wirklich total entfiihrt worden sein, das pepton- 
spaltende aber partiell, so miiBte das Aktivititsverhiltnis im 


— cement tt a een RR ee 
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Adsorbat von jenem, das vor der Adsorption im Eluat herrschte, 
recht verschieden sein. Wie Tab. VII zeigt, ist dies nicht 
der Fall. Die Aktivitat der Peptonspaltung betrigt im Ad- 
sorbat ungefiihr die Hialfte jener im Eluat, die Peptidspaltung 
zwar weniger als die Hialfte, da jedoch die Formolmethode 
héchstens auf 0,05 ccm n/10-NaOH genau arbeitet, so diirfte 
auch dieses Verhiltnis unweit von 50°/, liegen. Ubrigens 
wiire eine Unstimmigkeit des Verhiltnisses beider Aktivititen 
im Eluat und im Adsorbat in der Richtung der Tab. VII nicht 
im Sinne einer Trennung gelegen. Denn in diesem Falle 
miiBte die Aktivitit der Peptidspaltung im Adsorbat im Ver- 


Tabelle VIL. 


Spaltung von Pepton und Leucyl-glycin durch Eluat vor Adsorp- 
tion und durch Adsorbat nach Adsorption. 

Die Adsorption geschah durch Schiitteln von je 25 eem Glykokoll- 
eluat mit je 5g Kaolin. Das Filtrat vom Kaolin war inaktiv. Das 
Adsorbat Il wurde mit Wasser auf 25 cem aufgefiillt. 


a) 25 ecm Eluat, 10 cem Pepton 5°/, ig, 10 cem Phosphatlésung. 
b) 25eem  ,, , 20 ecem einer 1°/,igen Lésung von Leucyl-glycin 
in Phosphatlésung. 


c) 25 ecm Adsorbatsuspension, 10 cem Pepton 5°/) ig, 10 ccm Phos- 
phatlésung. 

d) 25 cem Adsorbatsuspension, 20 cem Leucyl-glycinlésung. 

Zur Titration wurden je 20 cem der Gemische mit 10 cem Formo! 
versetzt und hiervon 15 eem titriert. 








eem n/10-NaOH auf 15 eem Gemisch 
Ansatz 
sofort §n. 120Min. | Differenz 
a 10,30 12,15 1,85 
h 8,20 875 | O05 
¢ 3,90 480 | 090 
d 2,00 2 20 0,20 





gleich zum Eluat weniger verindert sein als die Peptonspaltung, 
da das Fermentsystem der ersteren total, der letzteren nur 
partiell adsorbiert sein sollte. Es entsprechen somit die Ver- 
suchsresultate keineswegs einer Trennung. 











108 - 


mo} 


ung, 
nur 


V er- 








Vergleichende Versuche iiber die Spaltung von Seidenpepton usw. 243 


Abnliche Argumente gelten auch fir die Chloroform- 
wirkung auf das Eluat. Die Verhaltnisse sind hier der ad- 
sorptiven Behandlung insofern recht analog, als das Chloro- 
form je nach seiner Menge partiell oder total flockend wirkt. 
Im ersteren Falle verschwindet die Dipeptidspaltung, im letz- 
teren aber werden beide Wirkungen zugleich aufgehoben. Fiir 
die partielle Flocken gelten die gleichen Uberlegungen wie fiir 
die partielle Adsorption. 


Es war von Interesse festzustellen, was die Natur des 
ausflockenden Stoffes ist. Zu diesem Zweck wurde eine gréfere 
Menge (130 ccm) des Glykokolleluates mit Chloroform 2 Tage 
stehen gelassen, das Sediment gesammelt und niher unter- 
sucht. Es zeigte sowohl dem physikalisch-chemischen Ver- 
halten nach, als auch chemisch die Eigenschaften der Proteine. 
Der Niederschlag léste sich in Lauge und in Saure auf, gab 
die Glyoxylsiureprobe und die Millonsche Reaktion sehr 
deutlich. Weniger ausgesprochen war die Biuretreaktion. Ob 
hier ein eigentliches Protein oder ein proteinartiger Kérper, 
etwa ein Verinderungsprodukt vorliegt, lieB sich noch nicht 
entscheiden. Wie friiher des Sfteren mitgeteilt wurde, gibt ein 
sorgfaltig bereitetes Glykokolleluat im allgemeinen keine FAl- 
lungsreaktionen mit Spieglers und Essbachs Reagens, doch 
hiingt es im einzelnen von der Hefegattung ab, ob bei der 
Glykokollelution auch Spuren von EiweiB miteluiert werden 
oder nicht. Die von uns angewandte Olmiitzer obergiirige 
Trockenhefe lieferte ein Eluat, das diesmal nicht ganz negatiy 
reagierte. Es ist daher durchaus modglich, da’ die Empfind- 
lichkeit gegen Chloroform damit zusammenhing, daB das aus- 
geflockte Eiweif auf, die Fermente mitreiSend gewirkt hat. 
Die Versuche miissen jedoch in dieser Richtung ausgedehnt 
werden, da es uns als nicht ganz ausgeschlossen diinkt, dab 
auch die mit Essbach usw. nicht flockenden Eluate Proteine 
bzw. proteinihnliche Stoffe enthalten, und wir erinnern an 
unsere diesbeziiglichen Befunde von friiher.?) 





) A. Fodor u. R. Schoenfeld, Kolloid-Zs. Bd. 39, S. 240 (1926); 
Diese Zs. Bd. 160, S. 129 (1926). 
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5. Es wurden Versuche unternommen zum Zwecke der 
Priifung, ob eine Verainderung in der Intensitat der Pepton- 
spaltung mit einer symbaten Veriinderung in jener der Peptid- 
spaltung einhergeht. Bei ihrer Durchfithrung durfte jedoch 
kein Wechsel des Milieus erfolgen, da ein solcher u. a. un- 
vergleichbare Bedingungen hervorrufen kann. 

Zweckentsprechend wurden zwei Arten von Verainderungen 
verfolgt: a) die Veriinderung beim Aufbewahren des Eluates 
unter aseptischen Bedingungen. Es zeigte sich nimlich, dai 
eine liingere Aufbewahrung des ersteren bei tiefer 'Temperatur 
eine Steigerung der Aktivitit beider Wirkungen nach sich 
zieht (Tab. VIID). Das Verhaltnis der Aktivitaten beider 
Wirkungen, zahlenmifBig ausgedriickt, ist genau iden- 
tisch, namlich 1,27. 

Tabelle VUL 
Zunahme der peptonspaltenden und peptidspaltenden Wirkung des 
Eluats beim Stehen. 

Glykokolleluat wird sofort nach seiner Bereitung gepriift, ein wei- 
terer Teil 3 Wochen im Eisschrank aufbewahrt. 

a) 15 cem Eluat, 5 eem Pepton 5°/, ig, 5 cem Phosphatlésung. 

b) 15 cem_ ,,_, 5 cem Leucyl-glycin 2°),ig, 5 cem Phosphatlésung. 

e) Wie a, nach 3 Wochen. 

d) Wieb, , 8 y 

















ecm n/10-NaOQH auf 10 eem Gemisch Verhiltnis der 
Ansatz Aktivititen 
sofort nach 120 Min. Differenz | »achher: vorher 
a 10,25 12,05 1,80 st 
b 9.75 10,65 0,90 sil 
¢ 10,70 13,00 2,30 1,28 
d 9,25 10,10 1,15 1,27 








b) Eine weitere Aktivierung ist mit Hilfe von Chlor- 
ionen erzielbar gewesen. Nach friitheren Versuchen von 
EK. Abderhalden und A. Fodor’) wirken geringe Chlorionen 
auf die Peptidspaltung nur in den ersten Zeitabstinden, etwa 
in den ersten 15 Minuten, aktivititssteigernd, spiter jedoch 





') E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschung Bd. 4, 8. 19! 
(1920). 
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hemmend. Unter den von uns eingehaltenen Konzentrations- 
bedingungen sahen wir im Glykokolleluat bedeutende Akti- 
vierupgen beider Spaltungsarten in den 2-Stundenversuch en 
elntreten, und zwar betrug das Aktivierungsverhaltnis 
in beiden Fallen praktisch das gleiche (Tab. IX): fir 
die Peptonspaltung 1,33, fiir die Dipeptidspaltung 1,29. 


Tabelle IX. 
Zunahme der peptonspaltenden und peptidspaltenden Wirkung des Eluats 
durch Chlorionen. 
a) 25 cem Glykokolleluat, 10 cem Pepton 5° ,ig, 10 cem Phosphat- 
losung, 1 cem Wasser. 
b) 25 eem Glykokolleluat, 10 cem Pepton 5°,ig, 10 cem Phosphat- 
lésung, 1 eem n/10-NaCl. 
ce) 25 cem Glykokolleluat, 20 cem einer Lisung von 1°), Leucyl- 
glycin in Phosphatlésung, 1 cem H,O. 
d) 25 cem Glykokolleluat, 20 cem einer Liésung von 1°/, Leucyl- 
glycin in Phosphatlésung, 1 cem n/10-NaCl. 








ecm n/10-NaOQH auf 20 ecm Gemisch Verhiltnis der 
Ansatz ' va) an er gesteigerten zur 
| : wes urspriinglichen 

sofort | nach 120 Min. _ Differenz Aktivitat 

a 20,25 24,00 3,75 

b 20,60 25,60 5,00 1,33 
16,35 17,40 1,05 

d 16,35 17,70 1,35 1,29 








Aus diesen Versuchen geht die gemeinsame Aktivitits- 
verinderung beider Fermentwirkungen unzweideutig hervor, 
und wir sind zur SchluBfolgerung berechtigt, daB kein Grund 
vorliegt, die Spaltung des Seidenpeptons einem anderen Ferment- 
system zuzuschreiben: Die Seidenpeptonspaltung beruht aut der 
Tatigkeit der Hefepeptidase. Andere Peptonarten mégen sich 
gegentiber der Peptidase negativ verhalten, insbesondere die 
durch Pepsinverdauung erzeugten. Seidenpepton wird durch 
kalte Behandlung der Seide mit 70°/, iger H,SO, hergestellt 
und ist offenbar ein Produkt weitgehender Spaltung. Seiner 
Verwendung als Substrat der Peptidase stehen nach unseren 
Darlegungen keine Hindernisse im Weg. 
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Nachtrag zur Mitteilung von A. Fodor und R, Schoenfeld, 
Diese Zs. Bd. 170, S. 231 [(1927) bei der Korrektur]. 
Von A. Fodor und R. Schoenfeld. 


Eine inzwischen von W.Grassmann [diese Zs. Bd. 167, S. 202 
(1927)] erschienene Abhandlung iiber die Isolierbarkeit besonderer Di- 
peptidasen aus der Hefe veranla8te uns zu einer Priifung der Molekular- 
gréBe des Seidenpeptons (Héchst), das bei unseren Arbeiten zur Ver- 
wendung kam. Denn da wir eine Identitat der Dipeptid- und der 
Seidenpeptonspaltung durch Hefefermente postulierten, so scheint zu- 
niichst ein Widerspruch zu den Ergebnissen Grassmanns zu bestehen. 
Die kryoskopische Methode ergab die Werte (Doppelbestimmung) 
3,2893 g Subst. in 20 g H,O gaben 4 = 1,345°, M = 232. 

Diese Zahl spricht entschieden fiir das Vorwalten von Dipeptiden 
im Seidenpepton. Berechnen wir niimlich aus den vier vornehmsten 
Aminosiurebausteinen des Seidenpeptons (Glykokoll, Alanin, Serin und 
Tyrosin) eine imaginire Aminosiure, indem wir den Durchschnittswert 
ihrer Molekulargré6Be nehmen, so gelangen wir zum Wert von etwa 112. 
Fiir ein imaginires Dipeptid ergibt sich hieraus das Molekulargewicht 
von 206, also eine in nichster Nahe des empirisch gefundenen Wertes 
gelegene Zahl. Bestitigt sich dieser Befund der kryoskopischen Messung 
auch auf anderem Wege, so diirfte das Seidenpepton vorziiglich eine 
Mischung von Dipeptiden darstellen und unsere Befunde iiber die Coin- 
cidenz von der Dipeptid- und Seidenpeptonspaltung auf der Wirksamkcit 
der von Grassmann vorgefundenen Dipeptidase beruhen. 

















~~ 





Uber Assoziationsgrad und Reaktivitat von Gelatinelésungen. 


Beitrage zur Kenntnis organischer Naturstoffe von kolloidem 
Charakter II.’) 


Von 


Max Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriischen Universitat 
Jerusalem; Direktor A. Fodor.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1927.) 


In einer fritheren Mitteilung wurde iiber die Zustands- 
finderungen berichtet, die an wiBrigen Gelatinelésungen unter 
dem EKinflu8 gelinder thermischer Einwirkungen festgestellt 
wurden. Diese Erscheinung der weitgehenden Dispersitiitsgrad- 
verschiebung (Teilchenverkleinerung) eines natiirlichen Kol- 
loids bei Aufrechterhaltung seiner chemischen Zusammensetzung 
wurde als Desaggregation des komplexen Gebildes bezeichnet 
und als ein experimenteller Beweis dafiir angesehen, daB in 
kolloidgelésten Proteinen ein Gefiige einfacherer chemischer Bau- 
elemente vorliegen kinne. Uber die Natur dieser Bauelemente 
lassen sich zurzeit noch keine Angaben machen.”) Festgehalten 
mag nur werden, daB der prozentische Anteil des Aminostick- 
stofis am Gesamtstickstoff bei der Desassoziation*) keine Ver- 
inderung erfihrt. Es kann sich also nicht um die Lésung 
irgendwelcher Kondensationsbindungen (—NH—CO—) handeln; 
ebenso liegen auch fiir die Annahme eines Depolymerisations- 





1) I: Uber thermische Desaggregierung von Gelatine; Diese Zs. 
Bd. 167, S. 17 (1927). 

*) Bei Kolloiden ist die Méglichkeit der Mitbeteiligung des Lésungs- 
mittels an dem System nicht auSer acht zu lassen. 


*) An Stelle der friiher angewendeten Bezeichnung soll der Aus- 
druck Desassoziation treten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CI-XX, 17 
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vorganges in der iiblichen Bedeutung dieses Begriffes keine 
Anhaltspunkte vor. 

Den Verhiltnissen entspricht daher am zutreffendsten eine 
Auffassung, wie sie insbesonders von M. Bergmann entwickelt 
wurde, die des Vorliegens von Assoziaten oder Aggregaten in 
dem kolloidgelésten Protein. 

Diese Befunde stiitzen den in den letzten Jahren von 
verschiedenen Seiten geltend gemachten Standpunkt, daB dic 
Begriffe der klassischen Strukturchemie — und damit auch 
die Methodik — in ihrer Anwendung auf die sogenannten hoch- 
molekularen, nicht mehr molekulardisperse Lésungen bildenden 
Stoffe eine entsprechende Adaptierung erfahren miissen. ’) 

Der ersten Mitteilung ist nachzutragen, daB sich die Dis- 
persionserscheinungen auch bei einer hochgereinigten, aschen- 
armen Gelatine einstellen. Es mag an dieser Stelle auch aut 
die Analogie zwischen diesen Ergebnissen und den Resultaten 
der Arbeit von E. Stiasny, 8. R. Das Gupta und P.Tresser’) 
hingewiesen werden; die Autoren haben die Kigenschaftsver- 
‘inderungen wiBriger Gelatinelésungen auf Zusatz von Neutral- 
salzen (besonders von NaCNS) studiert und sie gleichfalls als 
Teilchenverkleinerung, Desaggregation, gedeutet. 

Es ergab sich nun die Frage, ob und in welcher Weise 
die Anderung des Zustandes auch eine solche der chemischen 
Kigenschaften bewirkt. Ihre Beantwortung ist fiir die Erkenntnis 
des Wesens der Desassoziation und fir die des Zusammen- 
hanges zwischen Assoziationsgrad und Reaktionsvermégen von 
begreiflicher Wichtigkeit. 

Treten derartige mit der Desassoziation verbundene Ver- 
schiebungen iiberhaupt auf, so sind zwei Fille méglich: 





1) Selbst H. Staudinger (Chem. Ber. Bd. 59, S. 3019 (1926)], der 
bei der Konstitutionsdeutung der hochmolekularen Stoffe prinzipiell an 
der Kekuléschen Strukturlehre festhilt, sieht sich genétigt, an Grund 
begriffen der klassischen Strukturchemie bedeutungsvolle Umformungen 
vorzunehmen; so erhilt z. B. nach ihm der Molekiilbegriff in seiner An 
wendung auf die diskutierten Kérperklassen einen unbestimmteren und 
flieBenderen Begriff, als es der klassischen Anschauung entspricht. 

*) Collegium 1925, S. 23. 
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1. daB sich auch das qualitative Verhalten des des- 
assoziierten Stoffes andert oder 

2. daB die Veriinderung der Reaktionsfihigkeit sich in 
einer anderen Reaktionsgeschwindigkeit kundgibt. 

Zur Entscheidung dieser Frage wird man sich bei Stoffen 
von so geringem spezifischen Reaktionsvermégen, wie Proteine 
sie darstellen, mit Vorteil enzymatischer Methoden bedienen. 

Von diesem Gesichtspunkt aus wurde das Verhalten von 
desassozierten Gelatinelésungen gegen Pepsin der Untersuchung 
unterworfen. Als Vergleichsproben dienten Gelatinelisungen, 
die mit den ersten in jeder Beziehung identisch, aber bei ge- 
wohnlicher Temperatur gehalten, also nicht durch Warme- 
einwirkung desassoziiert worden waren. Der Verlauf der Fer- 
mentreaktion wurde durch zeitweilige Bestimmung des Anstiegs 
von freiem Aminostickstoff nach van Slyke verfolgt. 

Hs ergaben sich folgende Verhiltnisse: 

Ks lieB sich feststellen, daB die Pepsineinwirkung in allen 
Fallen, d. h. sowohl bei unbehandelten, als auch bei verschieden 
lang thermisch vorbehandelten Proben von gleichem Anfangs- 
zu gleichem Endzustand fihrt; die Reaktion ergibt also in 
allen zusammengehorigen Fallen die gleichen Endprodukte. 
Diese Tatsache stellt eimen neuen Beweis dafiir dar, daB der 
als Desassoziation bezeichnete ProzeB nicht mit einer Anderung 
der rein chemischen Zusammensetzung einhergeht. Eine solche 
miBte sich durch Auftreten anderer Reaktionsprodukte mani- 
festieren. 

Dagegen ist der zeitliche Verlauf der Reaktion bei 
den Substraten verschiedenen Assoziationsgrades sowohl unter- 
einander, als auch den zugehérigen Kontrollproben gegeniiber 
verschieden. Allgemein laBt sich sagen, daB die Erhéhung 
des Dispersitatsgrades eine VergréBerung der Reak- 
tionsfihigkeit bewirkt. Eine eigenartige Erscheinung, die 
sich bei Pepsinpraparaten verschiedener Provenienz und Gela- 
tinesorten verschiedenen Reinheitsgrades einstellte, also offenbar 
nicht akzidentellen Ursprungs ist, liegt in der Art vor, in der 
sich an vorher nur kiirzere Zeit thermisch vorbehandelten Lé- 


sungen die verinderte Reaktionsfihigkeit bei der Ferment- 
17* 
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einwirkung kundgibt. Man sollte erwarten, daB die vergréBerte 
Reaktionsgeschwindigkeit sich gleich zu Beginn des Prozesses 
geltend macht; in der Tat verliuft die Reaktion aber so, dai 
der Anstieg des Aminostickstofis in dem Pepsinversuch mit 
der verhiltnismaBig kiirzere Zeit thermisch vorbehandelten 
Gelatinelésung einerseits und in der zugehérigen Kontrollprobe 
andererseits zunichst in ziemlich gleichem Betrage erfolgt: 
erst in spiteren Phasen der Fermentreaktion zeigt der Ansatz 
mit der desassoziierten Lésung eine vergréBerte Reaktions- 
geschwindigkeit. Unterwirft man dagegen Substrate, die vorher 
eine weitergehende Desassoziierung erfahren haben, vergleichend 
mit entsprechenden Kontrollésungen der Fermenteinwirkung, 
so gibt sich die vergréBerte Reaktionsfahigkeit schon in fritheren 
Reaktionsphasen kund. Das Auftreten der Verschiedenheit im 
Reaktionsvermégen schreitet also gewissermaBen mit zu- 
nehmendem Dispersititsgrade von spa&teren Reak- 
tionsphasen gegen den Beginn des Prozesses zu fort. 

Nach vierwéchentlicher Desassoziierung war das Reaktions- 
vermégen der Gelatinelésung so weit vermehrt, daB sich aut 
bloBe Zugabe des Fermentes in ganz kurzer Zeit eine be- 
triichtliche Erhéhung des Aminostickstoffs und eine vollstindige 
Anderung des iiuBeren Habitus einstellte, Merkmale, die bei 
der Kontrollprobe erst nach Zeitriumen von 7 bzw. 24 Stdn. 
auftraten. 

Man kénnte dieses Verhalten so deuten, dab der Des- 
assoziationsprozeb zunichst an solchen Stellen des komplexen 
Gebildes einsetzt, die erst in spiteren Reaktionsphasen der 
hydrolytischen Fermentreaktion anheimfallen, da aber bei 
langer andauernder dispergierender Kinwirkung auch die schon 
zu Beginn des Prozesses von der Fermenthydrolyse erfab- 
baren Gruppen der desassoziierenden Wirkung zuginglich werden. 

Doch wird nur ein genaues Studium der in Frage kommen- 
den Faktoren gesicherte Aussagen zu machen erlauben. 

Bei der bekannten Abhiingigkeit der Fermentwirkung von 
der Wasserstoffionenkonzentration des Milieus mute Sicher- 
heit dafiir geschaffen werden, daB die beobachtete Veriinderung 
des Reaktionsvermégens nicht von einer Anderung des p,,- Wertes 
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der desassoziierten Substrate gegeniiber dem der Kontrollen 
herriihre; es war nicht unméglich, daB die Dispergierung der- 
artige Folgen nach sich zieht. Ein solcher Kinwand wire an 
sich abgeschwacht durch die Tatsache, daB die Pepsineinwirkung 
in geeignetem Puffermedium vor sich ging. Zudem haben elektro- 
metrische H’-Konzentrationsmessungen ergeben, daB die jeweiligen 
desassoziierten und Kontrollisungen gleiche p,,-Werte aufwiesen. 
Auf diesen Punkt wird in einer kiinftigen Arbeit noch zuriick- 
zukommen sein. 

Die vorliegende Arbeit stellt zugleich einen Beitrag zur 
Kenntnis der Abhingigkeit der Fermentwirkung vom Zustand 
des Substrates dar. 

Die bisherigen Erfahrungen iiber Desassoziierung von Gela- 
tine ohne Mitwirkung von Fermenten werden es erlauben, 
prazisere Aussagen iiber die Natur der Pepsinwirkung zu 
machen, der noch vor kurzem spezifisch desassoziierende Funk- 
tionen zugeschrieben wurden. Diesbeziigliche Versuche sind 
im Gang; ebenso auch eine Untersuchung iiber das Wesen der 
Desassoziation. 

Die Arbeit wird auferdem nach verschiedenen Richtungen 
hin fortgesetzt. 


Versuehsteil. 


Hiir die Versuche wurde teilweise reine Handelsgelatine 
Silberdruckgelatine) verwendet, wie sie iiblicherweise bei Fer- 
mentversuchen Anwendung findet; teilweise wurde mit einer 
aus dieser nach Stiasny?) hergestellten hochgereinigten, aschen- 
armen Gelatine gearbeitet. Die nachfolgenden Versuchsdaten 
zeigen, da die Reaktion in beiden Fallen zu prinzipiell gleichen 
Krgebnissen fiihrte. Ebenso ergab die Anwendung von Pepsin- 
praparaten verschiedener Provenienz das gleiche Bild. 

Fiir die Durchfiihrung der Versuche war zunichst einer- 
seits desassoziierte, andererseits eine mit dieser vollstindig 
identische, aber thermisch nicht behandelte Kontrollgelatine- 
lésung herzustellen. Es wurde zunachst von der Gelatine bei 





*) Collegium 1925, 8S. 23. 
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niedriger Temperatur eine entsprechend konzentrierte Stamm- 
lésung hergestellt, von der ein Anteil Brutschrankwiarme aus- 
gesetzt, der andere bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde. 
Durch Zusatz von Thymol zur Stammlésung und durch Auf- 
bewahrung, sowie jedesmalige Entnahme der erforderlichen 
Mengen unter sterilen Bedingungen wurde fiir die Ausschaltung 
von Einfliissen bakterieller Natur Sorge getragen. Die Sterilitiit 
wurde aufBerdem durch zeitweilige bakteriologische Unter- 
suchungen iiberpriift. Die Erzeugung einer sterilen Liésung 
durch linger andauerndes Erhitzen an Stelle des Zusatzes eines 
Desinfiziens wurde unterlassen, um aggressivere thermische 
Einwirkung zu vermeiden. 

Von den beiden Lésungen wurden in gewohnlich wéchent- 
lichen Zeitabschnitten die fiir die vergleichenden Pepsinversuche 
erforderlichen Mengen entnommen. Die Kontrollproben wurden 
durch Erwirmen auf 37° verfliissigt und damit gleichzeitig 
rein temperaturmiBig bedingte Verschiedenheiten in den beiden 
Proben, so aber auch etwa dadurch bedingte Zustandsver- 
schiebungen ausgeschaltet. 

Unmittelbar vor jedem Versuch wurde auferdem eine 
Fermentstammlésung bereitet, die das Pepsin und die Puffer- 
substanzen bzw. -lésungen enthielt. Von dieser Lésung und 
von der entsprechenden Gelatinelésung wurden gleiche ab- 
gemessene Volumina zusammengebracht. Die Fermentreaktion 
wurde bei Brutschranktemperatur, gelegentlich auch bei Zimmer- 
temperatur vor sich gehen gelassen. 

Die jeweilige Messung des Aminostickstofis erfolgte nach 
der gasvolumetrischen Methode von van Slyke im Mikro- 
apparate bei einer Schiittelzeit von 10 Minuten. Zur Bestim- 
mung des Leerwertes, der sich aus nicht absorbierbarer Gas- 
entbindung, herriihrend aus dem Nitrit, dann aber auch aus 
dem Aminostickstoff des verwendeten Pepsins zusammensetzt, 
wurde eine entsprechend verdiinnte Lésung des Pepsin—Puffer- 
gemisches in bestimmten Zeitabstinden der Analyse unter- 
worfen. 

Kin auffallendes qualitatives Kriterium fir den Fortschritt 
der Pepsinverdauung ergab sich durch Beobachtung des Zeit- 
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punktes, in der sich in der vorher homogen-triiben und vis- 
cosen Probe eine feine, zunichst suspendierte Flockenbildung 
zeigte. Nach einiger Zeit setzten sich die schwebenden Teil- 
chen ab; die iiberstehende Fliissigkeit war volistindig klar 
und zeigte keinen kolloiden Habitus mehr. Der Eintritt dieser 
Reaktionsphase ist gleichsinnig wie der Anstieg des Amino- 
stickstoffs von dem Assoziationsgrad abhingig, tritt also bei 
thermisch linger desassoziierten Proben rascher ein als bei 
den zugehérigen Kontroll- oder den gréber dispersen Lésungen. 
Kine Lésung, die 4 Wochen lang im Brutschrank gehalten 
und nachher der Pepsineinwirkung unterworfen wurde, wies 
z. B. die Flockenbildung nach kaum 1 Stunde auf, wihrend 
der zugehérige Kontrollversuch dieses Stadium erst nach etwa 
einem T'age erreichte. 

Aus dem vorliegenden Versuchsmaterial seien die folgenden 
Falle wiedergegeben: 


I. Versuche mit reiner Handelsgelatine (Silberdruck: D.G. F.) 
und mit Pepsin von Parke, Davis & Co., London. 


1. Nach achttigiger Desassoziation der Gelatinelésung. 


Reaktioustemperatur 37°. 


Substrate: 
a) 8 Tage lang bei 37,5° gehaltene Gelatinelésung Bj. 
b) Zugehorige Kontrollgelatinelisung K,, bei 16—17° gehalten. 


Pepsin-Pufferstammloésung F,: 
1 g citronensaures Natrium 
36 cem n/1-Salzsiure 
4g Pepsin 


mit Wasser auf 
400 cem gebracht. 


Versuchsansatz BF: 
€0 cem der Pepsin—Pufferlésung F;. 
60 cem der desassoziierten Gelatinelésung By. 


Kontrollansatz K,F,: 
60 cem der Pepsin-Pufferlésung Fj. 
60 cem der Kontrollgelatinelésung Kj. 


4 
3 
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Lésung zur Bestimmung des Leerwertes. 
50 eem der Pepsin—Pufterlésung F,. 
50 cem Wasser. 
Tabelle I. 
1 2 ® } + % & 6 7 
Versuchsansatz B,F, Kontrollansatz K,F, 
rie od hoe ae Se oe a 
— ~ — Lael ao — i 
y 9» 2 ® ™ o >> om @ | =, 
Stand 28$4/\;see 2 Z, sofia of;i 2Z 
nm & © © o Nos Oo | SY g 
Os ep OS 3 & Dem LY a OB] 8S A 
+o Sas S) vores eee i 2 ® 
bp & a & = ws 8 Ba = 
ae tia: | ee 2, S\/ofS)N gq 
aecti ase = Tae iladcei = 
0—1 110 | 0,57 — 110 | 0,57 — 
19 1,40 | 0,87 0,30 1,40 | 0,87 0,30 
25 oy a a 0,61 1,67 | 1,14 0,57 
43 178 | 1,25 0,68 1,68 | 1,15 0,58 
90 1,82 1,29 tt 1,82 | 1,29 0,72 


2. Mit 14 Tage lang desassoziierter Gelatinelésung. 


a) 14 Tage lang bei 37,5° gehaltene Gelatinelésung B,,. 
b) Zugehoérige, bei 16—17° : Kontrollgelatinelésung K,, 
~ 5 ) = 5 14 











Betrag des Leerwertes: 0,53. 


Versuchstemperatur 57°. 


Substrate: 


Pepsin-Pufferstammloésung F,,: 
0.75 g citronensaures Natrium ] 
27 eem n/1-Salzsiiure | 
3g Pepsin 


mit Wasser auf etwa 
300 eem gebracht. 





‘A IYr~c , € € ny ° 
Versuchsansatz B,,F,,: 
100 cem Pepsin-Pufferlésung F,,. 
100 cem der desassoziierten Gelatinelésung B,,. 
Kontrollansatz K,,F,4: 
100 cem der Pepsin—Pufferlésung F,,. 


100 ecm der Kontrollgelatinelésung K,,. 


Lésung zur Bestimmung des Leerwertes: 


50 cem der Pepsin—Pufferlésung F,,. 
50 ecm Wasser. 
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Tabelle IL. | 





1 2 3 4 fF & | @ 7 
y ~ = = | 
Versuchsansatz b,,F,, Kontrollansatz K,,F,, 
2 es tas ye " wr} ‘ . - : e SC nN — rd speniin ante 
zs . of "> wm @ x Qa - = a mn #2 a | 
me as“/|g28; 24 1|484|/382/ 22 | 
Stunden | © = gq & S cs) =o & = 
wm a i oe oO ¢- oe = SS L ST ¢- | 
Dw om sos Tt H = © Ow s- ES | 
tp = OY x N o 5 tn © a SN ©& i | 
se DD S ~ 2 © J -« Se Oo gs ~~ 2 2 . 
pe 4 . _ “J | N ~~ a D QD < . N oc 
450 |S “ [a2 | 65" 5 | 
O—1 1,13 057 | — 1,13 0,57 
4", 1,39 0,82 | 0,25 1,39 0,82 0,25 
24 1,65 108 | 0,51 1,60 1,03 0,46 
50 1,78 1,22 0,65 1,61 1,05 0,48 
75 1,86 1,29 0,72 L798 1,22 0,65 
LOO 1,86 1,29 | 0,72 1,86 1,29 0,72 








Betrag des Leerwertes: 0,56—0,57. 
3d. Mit 14 Tage lang desassoziierter Gelatinelésung. 
Reaktionstemperatur 16—17°. 
Substrate und Ansiitze wie in der vorhergehenden Ver- 


suchsreihe (I, 2). 


/ 





Tabelle III, 





1 | 9 ee | 5 | 6 7 


ontrollansatz K,,’B,,’ 


ox 


Versuchsansatz B,,’F,,’ 








ote = —— _ : 
& Fao}; a SS a | s 
a § , nm mM @ - + ¢ m mn a“ 
" Sai se @ mM ry a 34 3 Oo © mn 'F, 
Stunden | & [cot aA D asd t oi 
no A | a oO oO nm = = > Oo e ' 
s- 2 i wee S § a" & | wee = = 
Ow oo | © = te Eo Ow oF x SF 5 
m0 & SO x N © Ss 9° tO HO BSB g os 
aes os x N ¢ 2 os om 2 N - 
az22 an] “5 [422 84H . 
| 
] 
— 1,07 | 0,57 ed 1,07 0,57 si 





15 124 | 0,74 0,17 1,13 0,63 0,06 
| 29 156. | 1,06 0,49 1,45 0,95 0,35 
53 158 | 41,08 0,51 1,46 0,96 0,39 
76 171 | 1,21 0,64 1,60 1,10 0,53 
100 1,76 | 1,26 0,69 1,67 1,17 
125 1,77 1,27 0,70 1,77 1,27 0,70 ia 
1 




















150 1,79 | 1,29 0,72 1,79 29 0,72 
Betrag des Leerwertes: 0,50. | 
= i 
£ 
of 
; 
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4. Mit 4 Wochen lang desassoziierter Gelatinelésung. 
Reaktionstemperatur 37°. 
Substrate: 
a) 4 Wochen lang bei 37,5° gehaltene Gelatinelésung B,,. 
b) Zugehérige, bei 16—17° gehaltene Kontrollgelatinelésung K,,. 
Pepsin-Pufferstammlisung F,,: 


0,75 g citronensaures Natrium , ‘ 
a ee mit Wasser auf etwa 


300 eem gebracht. 
BygF ys: 


100 cem Pepsin—Pufferlésung Fy. 
100 ccm der desassoziierten Gelatinelésung B,,. 


27 eem n/1-Salzsiure 
3g Pepsin 
Z 


Versuchsansat 


Kontrollansatz K,,F,,: 
100 cem der Pepsin—Pufferlésung F,,. 
100 eem der Kontrollgelatinelésung K,,. 


Lésung zur Bestimmung des Leerwertes: 
100 eem Pepsin-Pufferlésung F,,. 
100 cem Wasser. 


Tabelle IV. 














1 2 ;s | = 5 | 6 | Ff 
Versuchsansatz B,,F 4, Kontrollansatz K,,.F,, 
eee leee|  « | Bau leeel| _.- 
wnden| He. | eee | SS | ese"\ag2) ax 
Stunden | 3 = = a 5c © o =| - > 
nado an = oe 3 4 Oo wm = ¢ 
a." = | wes . 5 = = 1 | wo OB eS 5 
De Si Sah & e © Po GS se & ES 
ap &# 2 Bs & SD mw O Bo o S 
a. 5 | eats N 4 ee S| ea N 5 
qf oO vie a5 8 | Qe . 
“- me TS ES sai _— | - = 
O~1 1,30 0,67 0,10 1,19 | 0,56 _ 
10 1,53 0,90 0,33 1,43 080 0,24 
24 1,73 1,10 0,53 167 | 1,04 | 0,48 
50 1,75 112 | 0,55 1,68 105 | 0,49 
60 1,82 1,19 | 0,62 1,80 1,17 0,61 
75 1,92 1,29 0,72 1,89 | 1,26 | 0,70 
90 1,93 1,30 0,73 193 | 1,30 | 0,74 
125 1,94 1,31 | 0,74 1,92 | 1,29 | 0,78 








Leerwert: 0,63. 


1) Durch direkte Analyse des Substrates vor Pepsinzusatz be- 
stimmter Wert. Infolge des vergriéBerten Reaktionsvermégens ist die 
Bestimmung des Anfangswertes unméglich. 








? 
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5. Mit 4 Wochen lang desassoziierter Gelatinelésung. 


Substrate und Ansiitze wie in der vorhergehenden Ver- 
suchsreihe (I, 4). 
Versuchstemperatur 16—17°. 
Tabelle V. 














1 2 3 4 | 5 | 6 | 7 
Versuchsansatz B,,’F,.’ Kontrollansatz K,,’ F,,’ 
a gia | “. mw Sion los 
oO - 7, oD R MN _ a 4 = 7, "© mn mo ae. 
a & 3 2 nH, ag” | &coe n A, 
Stunden] 92g ADE a ee eiave.| 
S22 wme sk | SAS ~wes 2 F 
"D wo cs - te ES ; ee ee us BE S 
we oS so 8 ae wees BSS | SB -. 
a2 V8 = o 4 3 NSN a 2 v = Dat. & Sw] <2 
q4ee— (QF ™ qecqaie- ” 
je _ 0,57 }) _ mS a 
0—1 1.30 0,67 0,10 119 | 0,56 —— 
9 1,32 0,69 0,12 130 | 0,67 0,11 
24 1,55 0,92 | 0,85 1,37 | 0,74 0,18 
47 1,58 0,95 0,38 146 | 0,83 0,27 
70 1,80 1,17 0,60 167 | 41,04 0,48 
92 1,85 1,22 0,65 1,69 | 1,06 0,50 
140 1,93 1,30 0,73 188 | 1,25 0,69 
168 1,94 1,31 0,74 ea ae 0,74 








Leerwert: 0,63. 


II. Versuche mit hochgereinigter, aschenarmer Gelatine und 
mit Pepsin der Fa. Gribler & Co., Leipzig. 


1, Mit 8 Tage lang desassoziierter Gelatinelésung. 
Versuchstemperatur 37°. 
Substrate: 
a) 8 Tage lang bei 37,5° gehaltene Gelatinelésung. 
b) ZugehG6rige Kontrollgelatinelésung, bei sommerlicher Zimmertemp. 
von 24—28° gehalten. 
Analysenzahlen der Substrate: 
a) Desassoziierte Gelatine: 
5 eem Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 30,2 cem n/10-Saure. 
Gesamtstickstoff 42,3 mg. 


2cem Lésung geben nach van Slyke 1,26cem N,; t = 24°; 


p = 688 mm. 
Aminostickstoff 0,65—0,66 mg. 





') Vgl. Tab. IV, Anmerkung 1. 
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b) Kontrollegelatine: 
5 ccm Lésung verbrauchen nach Kjeldahl 30,3 cem n/10-Siure. 
Gesamtstickstoff 42,3 mg. 
2eem Liésung geben nach van Slyke 1,27 cem N,; t = 24°; 
p = 688 mm. 
Aminostickstoff 0,66 mg. 
Pepsin-Pufferstammlésung: 
50 cem in/3-sekundiire Kaliumcitratlésung. 
150 cem n/3-Salzsiiure. 
2g Pepsin. 
Versuchsansatz: 
60 cem der Pepsin—Pufferlésung. 
60 cem der desassoziierten Gelatinelésung, 
Kontrollansatz: 
60 ecem der Pepsin—Pufferliésung, 
60 eem der Kontrollegelatinelésung. 
Loésung zur Bestimmung des Leerwertes: 
60 cem der Pepsin—Pufferlésung. 
60 ccm Wasser. 
r 7 
Tabelle VL. 
! 2 3 4 | 5 6 7 
Versuchsansatz Kontrollansatz 
8" | a om % , HS. 4 nm x 
o = 4“. L o 5 mm * ¥ © © ra "9 3 Es m ’ , 
N a Sma + = aS © a] 3+ neg 
Stunden| 9 = gs 4& i oo Cig) aA 5 
— + wre & > S st we & — @ 
thn | ESN Q s ee < 
a os oi N 4 a © & oa 5 N 
<q = Crs fea) a “ _ <i Ss ws an «* — 
O—1 0,98 0,61 ) — 0,98 0,61 a 
| 
3 1,05 0,68 | 0,07 1.05 0,68 0,07 
12 1,13 076 | 6,15 112 | @%5 0,14 
25 1,28 0,91 | 0,30 1,27 0,90 0,29 
48 1,37 100 | 0,39 1,35 0,98 0,37 
72 1,41 104 | 0,48 1,39 1,02 0,41 
96 141 | 1,04 | 0,48 1,41 1,04 0,43 








Betrag des Leerwertes: 0,37. 


2. Mit 14 Tagen lang desassozlierter Gelatinelésung. 


Versuchstemperatur 37°. 


Substrate: 


a) 14 Tage lang bei 37,5° gehaltene Gelatinelésung. 
b) Zugehérige Kontrollgelatinelésung, bei Temp. von 26—28° gehalten. | 
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Analysenzahlen der Substrate: 
a) Desassoziat: 
2 ccm Gelatinelésung geben nach van Slyke 1,27 ccm N,; t = 26°; 
p = 688 mm. 
Aminostickstoff 0,66 mg. 
b) Kontrolle: 
2cem Lésung geben nach van Slyke 1,28 cem N,; t = 26°; | 
p = 688 mm. | 
Aminostickstoff 0,66—0,67 mg. 
Pepsin-Pufferstammlésung: 
50 cem m/3-sekundiire Kaliumcitratlisung. 
150 cem m/3-Salzsiure. 
2g Pepsin. 
Versuchsansatz: 
60 cem der Pepsin—Pufferlésung. 
60 ccm der desassoziierten Gelatinelésung. 
Kontrollansatz: 
60 cem der Pepsin—Pufferlésung, 
60 cem der Kontrolie—Gelatinelésung. 
Lésung zur Bestimmung des Leerwertes: 
_ 60 cem der Pepsin—Pufferlésung. 
60 ccm Wasser. 
Tabelle VIL. 
1 2 | 3 | 4 5 6| CG 7 | 
Versuchsansatz Kontrollansatz 
bo & ~y = mM ‘o on” s = —— a mM <n nN 
SS2/3338| at | SE4/838| og, 
™ Stunden “|e 2 a Sa Gli Fs Ss 
SAL wwe! £2 1258) wwe =f 
Oops Sak . o Opi ae Be BS 
mh ol) ss 8 = ww, 2s s S i 
mm. eon. N ¢ Se | ee Ns 
o—1 0,97 | 0,62 — 0,97 0,62 _ 
4 1,06 0,71 0,09 1,07 0,72 U,10 
| 11 1,07 0,72 0,10 1,07 0,72 0,10 
| 20 1,24 0,89 0,27 1,23 0.88 | 0,26 
26 1,31 0,96 0,34 1,24 0,89 | 0,27 
m 34 135 1,00 0,38 1,24 0,89 | 027 
: 48 1,37 | 1,02 0,40 1,32 0,97 9,35 
72 1,41 | 1,06 0,44 137 1,02 0,40 
96 1,41 106 | 0,44 140 | 1,05 | 0,48 | 











Betrag des Leerwertes: 0,35. 
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3. Mit 3 Wochen lang desassoziierter Gelatine. 


Versuchstemperatur 37°. 


Substrate: 


a) 3 Wochen lang bei 37,5° gehaltene Gelatinelésung. 
b) Zugehérige Kontrollgelatinelésung, bei 26—28° gehalten. 


Analysenzahlen der Substrate: 
a) Desassoziat: 


2 eem Lésung geben nach van Slyke 1,26 cem N,; t = 25°; 


p = 688 mm. 
Aminostickstoff 0,66 mg. 


b) Kontrolle: 


2 cem Lésung geben nach van Slyke 1,27 ccm N,; t = 26°; 


p = 688 mm. 
Aminostickstoff 0,66 mg. 


Pepsin-Pufferstammliésung: 
50 cem m/3-sekundiire Kaliumcitratlésung. 
150 cem m/3-Salzsiéure. 


2 g Pepsin. 


Versuchsansatz: 


60 cem der Pepsin—Pufferlésung. 


60 cem der desassoziierten Lésung. 


Kontrollansatz: 
60 eem der Pepsin—Pufferlésung. 


60 cem der Kontrollgelatinelésung. 


Lésung zur Bestimmung des Leerwertes: 


50 ccm Puffer—Pepsinlésung. 


50 cem Wasser. 
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Tabelle VIII. 











1 : Fe a > | - 7 3 
Versuchsansatz Kontrollansatz 

Ss r ” a a F a os Fl b y = . at ‘ | a 

; g Bz S83) an |884/883) ag 

Stunden | 2% qa\|a™ & s © a | a & os 

Rea 5 o Ss 2a © 3 8 

_ as 3 aD oe > So a ow = 5D &O = oS 

OO. 8 & & ES ODO. Gi as & ES 

BD hw O&O =~ S rs 8D ww CO = o pa 

2278 (ont) Nae [28 /Ssa83!| Ne 

qe qaaH7 = ae gatH = 
ee — SE A — Sunseeseecnensunananascannsat on ——————— 

0-1 1,04 062 | — 1,04 0,62 | — 
4 1,15 0,73 0,11 1,10 0,68 | 0,06 
8 1,19 0,77 0,15 1,10 0,68 | 0,06 
11 1,21 0,79 0,17 1,13 0,71 0,09 
23 1,34 0,92 | 0,30 1,23 0,81 0,19 
3 1,40 0,98 0,36 1,27 0,85 0,23 
54 1,45 1,03 0,41 1,40 0,98 0,36 
70 1,47 1,05 0,43 1,46 1,04 0,42 











Betrag des Leerwertes: 0,42. 


Erlauterungen zu den Tabellen. 


Jede Analyse bezieht sich auf genau 2 ccm Untersuchungs- 
losung. Unter 1 ist die Stundenzahl ausgewiesen, von Beginn 
des Fermentversuches an gerechnet. 

Unter 2 erscheint die im Azotometer des Mikroapparates 
nach van Slyke abgelesene Menge von Kubikzentimetern 
feuchten Stickstoffis. Von einer Umrechnung in Milligramm 
Stickstoff wurde, da es sich lediglich um Vergleichsversuche 
handelt, die unter identischen Bedingungen ausgefiihrt wurden, 
abgesehen. Kolumne 3 gibt die nach Abzug des Wertes des 
Leerversuches (Aminostickstoff des Pepsins zuziiglich des Nitrit- 
stickstoffwertes) resultierenden Zahlen wieder. Diese sind, ent- 
sprechend der der Bestimmung zugrunde liegenden Reaktion, 
das Doppelte der tatsichlichen Aminostickstoffbetrage. Die 
wihrend eines Versuches etwas verinderlichen Werte fiir den 
Leerversuch sind in hiaufigen Intervallen bestimmt worden. 
Die fiir ihn gewonnenen Zahlen selbst sind nicht in die T'abelle 
aufgenommen. Kolumnen 5, 6 und 7 sind die entsprechenden 
Werte der zugehérigen Kontrollversuche. 
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Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Tab. I (Versuch I, 1) zeigt, daB in dem Versuchsansatz B,F. 
und der zugehérigen Kontrollprobe K,F, der Anstieg des 
Aminostickstofis zunichst ziemlich gleichartig erfolgt; die ersten 
Unterschiede ergeben sich erst bei der Analyse nach 25 Stunden: 
nach 43 Stunden sind sie noch gréBer. Der Unterschied in 
der Reaktivitit ist jedoch noch nicht so betrichtlich, um sich 
in dem Zeitpunkt auszudriicken, in dem der Endwert erreicht 
wird: In beiden Ansitzen ist nach 90 Stunden der Endzustand 
eingetreten. 

Tab. II (Versuch I, 2) weist den Reaktionsverlauf nach 
vorhergegangener 14 tigiger Desassozilerung aus. Auch hier 
ergeben sich die ersten Differenzen im Aminostickstoff nach 
24 Stunden, die Reaktion schreitet von da ab in der des- 
assoziuerten Probe rascher fort und erreicht den Endzustand 
schon friiher als in der Kontrollprobe. 

Tab. IIL (Versuch I, 3) stellt den Versuchsverlauf von I, 2 
bei einer Temperatur von 17° dar, wahrend J, 1 und I, 2 
bei 37° verliefen. Die Unterschiede im Reaktionsverlauf zeigen 
sich hier noch deutlicher als beim Arbeiten im Brutschrank. 
Kine deutliche Reaktionsbeschleunigung tritt beim Mes ~oziat 
schon nach 15 Stunden auf. 

Tab. IV (Versuch I, 4) — 4 Wochen lang ¢~« ser tes 
Substrat und zugehérige Kontrollprobe — weist ein auber- 
ordentlich gesteigertes Reaktionsvermégen des Versuchsansatzes 
aus. Die unmittelbar nach Vermischen der Gelatine- und 
Pepsin—Pufferlésung angestellte Analyse ergab iu dem Versuc!: 
mit der desassozilerten Lésung sofort einen deutlichen Anstieg 
des Aminostickstoffs, wihrend die Kontrollprobe — ebenso wie 
in allen friiheren Fallen auch noch die weniger weitgehend 
desassoziierten Substrate — hierbei den unveriinderten Anfangs- 
wert fiir Aminostickstoff zeigte. 

Tab. V (Versuch I, 5) reproduziert die Verhiltnisse mit den 
gleichen Substraten wie I, 4, aber unter Kinwirkung des Pepsins 
bei Zimmertemperatur; es zeigt sich noch deutlicher die Uber- 
legenheit des Desassoziats gegeniiber der Kontrollprobe. Aut 
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die groBe Differenz im Zeitpunkt des Auftretens der Flocken- 
bildung ist bereits an anderer Stelle hingewiesen worden. 

Die Tabb. VI—VIII stellen die Ergebnisse von Versuchen 
mit einem Substrat von hohem Reinheitsgrad und mit einem 
Pepsin anderer Provenienz dar. 

Ks ist zu beachten, daB die Temperatur, bei der die 
Kontrollésungen wihrend der Dispergierung der Versuchs- 
lésungen gehalten wurden, hiéher war als die in der voran- 
gegangenen Versuchsreihe. 

Tab. VI (Versuch II, 1) zeigt, daB unter diesen Ver- 
haltnissen nach 8 tigiger Desassoziation zwischen der Versuchs- 
und der Kontrollprobe sich noch keine betriachtlichen Unter- 
schiede im Reaktionsvermégen ergeben. Eine plausible Er- 
klirung hierfiir soll in einem anderen, umfassenderen Zu- 
sammenhang — bei einer Diskussion des Wesens und der 
Ursache der thermischen Desassoziation — gegeben werden. 
Die einigermaBen in Betracht zu ziehenden Differenzen treten 
jedenfalls in spiiten Stadien der Fermenteinwirkung (48 und 
72 Stunden) auf. | 

Tab. VII (Versuch II, 2) — ein Substrat, das 14 tigiger 
Kinw..sar ; 7on Brutschranktemperatur ausgesetzt worden war — 
weist im Verhiltnis zur Kontrollprobe schou nach 24 Stunden 
eine vea,.. ~2 Reaktionsgeschwindigkeit auf, die sich auch 
in dem verschiedenen Zeitpunkt ausdriickt, in dem der Knd- 
punkt der Reaktion erreicht wird. 

Tab. VIII (Versuch II, 3). Reaktionsverlauf mit 3 Wochen 
lang vorbehanaelter Gelatine. Die ersten Unterschiede ergeben 
sich schon nach 4 Stunden. 

Die Versuchsreihe mit der aschenarmen, hochgereinigten 
Gelatine zeigt also deutlich mit abnehmendem Assoziations- 
grad auch das Vorriicken des Stadiums, in dem sich die Ver- 
schiedenheiten der Reaktivitaét geltend machen, aus spiteren 
Phasen des hydrolytischen Fermentprozesses in friihere. 
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Die Angriffspunkte der Co-Zymase bei der Vergarung von 
Traubenzucker und Hexose-di-phosphorsadure. 
Von 


Alfred Gottschalk. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Stiidtischen Krankenhauses Stettin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1927.) 


i. 

Durch die Arbeiten der letzten Jahre ist der Wirkungs- 
mechanismus des von Harden und Young?) im Jahre 1906 
entdeckten Co-Enzyms der alkoholischen Girung, das durch 
Dialyse bzw. Ultrafiltration des Hefesaftes oder auch durch 
Kochen von der Zymase abtrennbar ist, weitgehend geklirt 
worden. Euler und Myrbick?) sowie Neuberg und Gott- 
schalk*) haben gezeigt, da8& sowohl bei Dauerpriiparaten von 
untergiiriger wie von obergiiriger Hefe die Veresterung zu- 
gefiigten Kohlenhydrates in phosphathaltiger Loésung an die 
Anwesenheit von Co-Zymase gekniipft ist. Weiterhin beobach- 
teten Myrbick und Jacobi‘) in Eulers Laboratorium, dai 
auch die von Trockenhefe bewirkte Dismutation von Acet- 
aldehyd der Mitwirkung eines wasserléslichen, thermostabilen 
Aktivators bedarf, der zuniichst als Co-Mutase bezeichnet wurde. 
Ausgewaschene Trockenhefe zeigte keine Mutasewirkung. Ebenso 
bedarf die Reduktion von Methylenblau durch Hefe der Akti- 





1) A. Harden u. W. J. Young, Proc. Roy. Soc. Bd. 78, S. 369 


*) H. v. Euler u. K. Myrbiick, Diese Zs. Bd. i139, 8.15 (1924). 

8) A. Gottschalk u. C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 492 
(1924); C. Neuberg u. A. Gottschalk, Biochem. Zs. Bd. 161, 8. 244 
(1925). 

*) K. Myrbick u. W. Jacobi, diese Zs. Bd. 161, 8. 245 (1926). 
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vierung durch ein Co-Enzym, worauf bereits von Lebedew!?) 
sowie von Harden und Norris’) friiher hingewiesen wurde. 
Dabei wirkt nach neueren Untersuchungen von Euler und 
Nilsson’) der den Aktivator mit sich fiihrende Kochsaft nicht 
durch seinen Gehalt an Wasserstoffdonatoren*), sondern durch 
das in ihm enthaltene Co-Enzym der Dehydrogenase, das den 
Namen Co-Reduktase erhielt. In ausgedehnten Versuchsreihen 
wurde weiterhin von Euler und Mitarbeitern®) die Identitit 
der Co-Mutase sowie der Co-Reduktase mit der Co-Zymase 
dargetan. Hinzu kommt, daB das von Meyerhof®) im Muskel 
und anderen tierischen Geweben entdeckte Co-Ferment, das 
sich hier bei der Milchséurebildung und Atmung betitigt’), 
mit der Co-Zymase der Hefe identisch ist*) und letztere beim 
Akte der Zuckerveresterung (Gottschalk und Neuberg °)) 
sowie bei der Dismutation von Aldehyden und bei der Me- 
thylenblaureduktion (Myrbick und Jacobi’), Euler und Mit- 
arbeiter!°)) zu ersetzen vermag. SchlieBlich konnte Meyer!) 
unter Meyerhofs Leitung kiirzlich zeigen, daB das Co-Ferment 
der Milchsiurebildung im Muskel die gleichen Funktionen aus- 





1) A. Lebedew, Chem. Ber. Bd. 45, 8. 326 (1912). 

*) A. Harden u. R. V. Norris, Biochem. Jl. Bd. 8, 8. 100 (1914); 
vel. hierzu auch H. v. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 149, 3S. 44 
1925): Bd. 151, S. 155 (1926). 

3) H. vy. Euler u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 160. 8. 234 (1926); 
Bd. 162, S. 72 (1926). 

*) Vgl. hierzu Holden, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 361 (1923); Bd. 18, 
S.535 (1924). 

°) H. v. Euler, K. Myrbick u. R. Nilsson, Svensk Kemisk Tid- 
skrift Bd.38, $.353 (1926); H. v. Euler u. R. Nilsson, DieseZs. Bd. 162, 
S. 264 (1927); H. v. Euler, R. Nilsson u. B. Jansson, Diese Zs, 
Bd. 163, S. 202 (1927); H. v. Euler u. K. Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, 
S. 28 (1927). 

®) O. Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918); Bd, 102, 8. 1 
(1918), 

7) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 175, 8. 20 (1919). 

‘) A. Gottschalk u. C. Neuberg, a. a. O. 

*® K. Myrbick u. W. Jacobi, a. a. O. 

0) H. vy. Euler, R. Nilsson u. B. Jansson, a. a. O. 

1) K. Meyer, Biochem. Zs. Bd. 183, 8. 216 (1927). 

18* 
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iibt wie die Co-Zymase bei der alkoholischen Gaérung. Aus 
diesen Tatsachen erhellt die umfassende Bedeutung der Co- 
Zymase beim fermentativen Abbau der Kohlenhydrate in pflanz- 
lichen und tierischen Organismen. Es betitigt sich die Co- 
Zymase sowohl bei den den Zuckerumsatz einleitenden Phasen 
als auch bei der Aufarbeitung der Zuckerspaltprodukte. In der 
vorliegenden Mitteilung werden die quantitativen Beziehungen 
untersucht, die bei der Hefe zwischen den fiir den Phosphory- 
lierungsakt und den Vorgang der Aldehyddismutation not- 
wendigen Co-Zymasemengen bestehen. 


II. 


Unter Benutzung von Traubenzucker und Acetaldehyd als 
Giirsubstraten wurde untersucht, in welchem MaBe diese beiden 
Substanzen der Mitwirkung der Co-Zymase zur Vergirung bzw. 
Dismutation durch Hefe bediirfen. Als Enzymmaterial diente 
ausgewaschene Trockenunterhefe der Hochschulbrauerei Berlin. 
Co-Zymase wurde in Form von gekochter und filtrierter Kub- 
milch?) beigefiigt, die nach den Untersuchungen von Meyerhot, 
die durchaus bestitigt werden konnten, nur einen geringfigigen 
Gehalt an Co-Enzym hat. Die Ergebnisse sind in den Tab. i 
und II zusammengestellt. 

Aus Tab.I und Il ist ersichtlich, daB die Dismutation 
des Acetaldehyds an eine kleinere Menge von Co-Zymase ge- 
kniipft ist als die Vergiirung von Traubenzucker. Schon der 
geringtiigige Co-Zymasegehalt der Milch reicht aus, um aus- 
‘gewaschene T'rockenunterhefe hinsichtlich ihres Dismutations- 
vermégens gegeniiber Acetaldehyd zu aktivieren. Huingegen 
wird die gleiche Menge ausgewaschener Trockenhefe durch die 
gleiche Milchquantitét nicht instandgesetzt, eine dem Acet- 
aldehyd iquimolekulare Menge Traubenzucker in Girung zu 
bringen. Dab die ausgewaschene Trockenunterhefe hinreichend 
Apo-Zymase enthalt, ergibt sich aus dem Kontrollversuch mit 
Heiekochsaft (Tab. LI). 


') Beziiglich des Siuregrades der gekochten Milch siehe Abschnitt 
Methodik. 











Tabelle [. 
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Ansatz 


Menge des bei 








a) 22 g ausgewaschene ‘Trockenunterhefe 
450 ecem aufgekochte und filtrierte Milch 
0,5 g Acetaldehyd 
5,0 cem Toluol bei 28° 

b) wie a), statt Milch jedoch physiologische 

Kochsalzlésung 
c) wie a). jedoch ohne Trockenhefe 


a) 22 g ausgewaschene Trockenunterhefe 
450 cem aufgekochte und filtrierte Milch 
0,5 g Acetaldehyd 
5,0 eem Toluol bei 28° 

b) wie a), jedoch ohne Trockenhefe 


a} 22g ausgewaschene Trockenunterhefe 
450 ccm aufgekochte und filtrierte Milch 
0,5 g Acetaldehyd 
5.0 eem Toluol bei 28° 

b) wie a), jedoch ohne Trockenhefe 


a} 22 g ausgewaschene ‘Trockenunterhefe 
400 cem aufgekochte und filtrierte Milch 
0,5 g Acetaldehyd 
4,0 ecm Toluol bei 28° 

b} wie a), jedoch ohne Trockenhefe 


Tabelle II. 
Ansatz: 0,05 g Glucose 


0,1 eem Toluol, im Eudiometerrohr 








Versuchs-| Verguchsende 
dauer | noch vorhan- 
in Stdn, | denen Acet- 
aldehyds 
: 72 0,078 = 
rf 0,446 2 
72 0,455 g 
: 12 0,0 g 
72 0,442 g 
: 72 0,092 g 
72 0,459 g 
| 48 0,161 ¢ 
48 0,463 ¢ 


0,55 g ausgewaschene Trockenunterhefe 
10,0 eem aufgekochte und filtrierte Milch bzw. Hefekochsaft 


bei 37°. 

















g en | com gebildeter CO, nach 
nsion sigke 

Se 2Stdn. | 24Stdn. 

Gekochte Mileh . . . 0 0 

Hefekochsaft . . . . 10,2 12,8 

Gekochte Mileh. . . 0 0 

Hefekochsaft . 








‘Tabelle IL. 



































Versuch a Versuch 6 Versuch y 
Ansatz ecm CO, nach ecm CQ, nach eem CO, nach 
gh 6h | 24h | gh 4» | gah | gb | 4® | 24) 
= = — — — ) aan — ST = — — 
a) 0,21 g hexose-di-phosphorsaures Mg ; | 
~ ok Pu = 6,6 | | 
iM 5,0 ccm Phosphatpuffer T ee 10 ae oa | as em 29 
0,3 g Co-Zymase-arme Trockenunterhefe ve . " . ‘. ie ‘i 
+ 0,06 eem Toluol, im Eudiometerrohr bei 37° | 
- | | 
° | | 
& b) 0,1 g Glucose | | | 
7c 5,0 cem Phosphatpuffer (py, = 6,6) ‘ a) % 0 oe oe 9 a. 
he 0,3 g Co-Zymase-arme Trockenunterhefe | | | =. fog 
e, 0,06 eem Toluol, im Eudiometerrohr bei 37° | | 
c) wie b), jedoch ohne Glucose 0 0 | O — — we 0 Oo | 0,6 
d) 0,21 g hexose-di-phosphorsaures Mg | 
i ‘ Pu = 6,6 
5,0 eem Phosphatpuffer 0 a a 0 0 0 0 0 0 
0,3g ausgewaschene Trockenunterhefe | | 
0,06 eem Toluol, im Eudiometerrohr bei 37° 
2 : | 
nN | 
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Tabelle IV. 











Menge des bei 
Versuchs- Versuchsende 
Ansatz dauer noch vorhan- 
in Stdn. denen Acet- 
aldehyds 
25 g Co-Zymase-arme Trockenunterhefe 
500 cem Phosphatpuffer (pj, = 6,6) 
phatp PH 99) 48 0,158 2 
0,5 g Acetaldehyd 
5,0 eem Toluol, bei 28° 


III. 

Weiterhin wurde festgestellt, in welchem MaBe Co-iinzym 
zur Vergirung phosphorylierter Zucker bendtigt wird. Benutzt 
wurde eine 1?/, Jahre alte Trockenunterhefe der Hochschul- 
brauerei Berlin, die infolge der langen Lagerung an Co-Zymase 
sehr verarmt war. Wie aus der beigefiigten Tab. III ersicht- 
lich ist, vermag diese T'rockenunterhefe Glucose nicht zu ver- 
giiren. Wohl tritt bei Verwendung der gleichen Trockenhefe 
eine Vergiirung des zugefiigten hexose-di-phosphorsauren Salzes 
ein. Tab. IV zeigt, daB der Co-Zymasegehalt der benutzten 
Trockenhefe hinreicht, um die Aldehydmutase kriftig zu akti- 
vieren. Co-Zymase-freie Trockenunterhefe vergiirt Hexose-di- 
phosphat nicht. 


IV. 

Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe (siehe Ab- 
schnitt II) besagen, da bei der alkoholischen Girung die 
einleitenden Umwandlungen am Traubenzuckermolekiil gréS8ere 
Mengen von Co-Zymase erfordern als die dismutative Auf- 
arbeitung der Zuckerspaltprodukte. Was die genauere Cha- 
rakterisierung des Angriffspunktes der Co-Zymase bei den 
einleitenden Phasen der Zuckerveresterung angeht, so war 
bereits friiher die Entscheidung der Frage, ob die Co-Zymase 
bei der der Phosphorylierung vorangehenden Umwandlung des 
Zuckermolekiiles oder bei der Zuckerveresterung selbst mit- 
wirkt, experimentell angegangen worden. Auf Grund des Be- 








a ae RA 
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fundes}), daB auch die bei der Vergirung von Glykogen aus 
diesem Polysaccharid entstehende labile Glucosemodifikation 
in Gegenwart von Phosphat einer Veresterung unterliegt, die 
wiederum an die Anwesenheit von Co-Zymase gekniipft ist, 
war gefolgert worden, daB die Co-Zymase als Aktivator der 
Phosphatese titig ist. Auch in Versuchen mit maltasefreier 
Hefe wurde beobachtet?), daB die in diesem Falle durch kombi- 
nierte Wirkung verschiedener Amylasen direkt, d. h. ohne Ent- 
stehung von Maltose, gebildete Glucosemodifikation im weiteren 
Verlauf der Girung veresterst wird, ein Vorgang, der sich eben- 
falls als Co-Zymase - bediirftig erwies. Das gleiche konnte 
kiirzlich fiir das @-Glucosan, eine sehr reaktionsfibige An- 
hydroglucose, die mit gréBerer Anfangsgeschwindigkeit als 
a, 8-Glucose vergoren wird, gezeigt werden.*) Auf Grund dieser 
iibereinstimmenden Versuchsergebnisse sowie der vorliegenden 
Befunde méchten wir unserer friiheren Annahme beipflichten, 
daB sich die Co-Zymase beim Phosphorylierungsakte als Co- 
Phosphatese betiitigt.4) Es mag nicht in Abrede gestellt 
werden, daB der Co-Zymase auch eine Mitwirkung bei der 
der Phosphorylherung vorangehenden Umwandlung der Gleich- 
gewichtsglucose zukommt. Ein biindiger Beweis fiir die von 
Euler) vertretene Anschauung, daBB die wesentlichste Rolle 
der Co-Zymase in der Teilnahme an einer der Phosphory- 
lierung vorangehenden Oxydoreduktion der Zymohexosen be- 
steht, liegt jedoch bisher nicht vor. 

Anders hegen die Verhiltnisse bei der Vergiirung von 
Hexose-di-phosphorséure. Ein Teil des bei der Dephosphory- 
lierung von Zymophosphat auftretenden Zuckers wird, ohne 
nochmals verestert zu werden, direkt vergoren.*) Dieser An- 


1) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 153, S. 215 (1926). 

*) A.Gottschalk, Diese Zs. Bd. 168, S. 267 (1927). 

5) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 170, H. 1/3 (1927). 

*) Vgl. hierzu auch O.Meyerhof, Biochem. Zs. Bd.178, S.462 (1926). 

*) H. v. Euler, K. Myrback u. R. Nilsson, a. a. O. 

*) Die hier beobachtete unvollstindige Vergirung von Hexose-di- 
phosphat durch Co-Zymase-arme Trockenhefe diirfte z.T. wohl dadurch 
bedingt sein, daB ein Teil der in Freiheit gesetzten instabilen Zucker- 
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teil des durch Phosphatasewirkung aus dem hexose - di - phos- 
phorsauren Salz hervorgehenden Zuckers bedarf zu seiner Um- 
wandlung in Kohlensiiure und Alkohol als Aktivator lediglich 
der Co-Mutase im Sinne Eulers. Diese Annahme findet ibre 
Stiitze in der zweiten Versuchsreihe (siehe Abschnitt III). In 
Ubereinstimmung mit Meyerhof?) und Euler’) konnte fest- 
gestellt werden, daB zur Vergiirung von Hexose-di-phosphorsiiue 
nur wenig Co-Zymase erforderlich ist. Diese gerinfiigige Co- 
masemenge erwies sich im Aldehydversuch als durchaus hin- 
reichend zur Aktivierung des Dismutationsvorganges. In wei- 
terer Ubereinstimmung mit Euler?) steht der Befund, dab 
Co-Zymase-freie Hefe Hexose-di-phosphat nicht zu vergiren 
vermag. Ks bedarf eben die der Carboxylasewirkung voran- 
gehende Dismutation der Mitwirkung von Co-Mutase. 

Ks betitigt sich also die Co-Zymase im Verlaufe der aiko- 
holischen Girung zunichst als Co-Phosphatese und weiterhin 
als Co-Mutase. In quantitativer Hinsicht ist die fiir den Phos- 
phorylierungsprozeB erforderliche Co-Zymasemenge mafgebend, 
da dieser Akt gréBere Co-Zymasemengen bendtigt als der Vor- 
gang der Dismutation. Hine Co-Zymase-freie Vergirung von 
stabilen Hexosen und Glykogen gibt es nicht, weil Phosphory- 
lierung und Aldehyddismutation integrierende Bestandteile der 
Vergiirung dieser Substrate sind. Auch die bei der Dephosphory- 
lierung von Zymophosphat entstehende, zerfallsbereite Hexose- 
iodifikation erfordert zur weiteren Vergiirung die Mitwirkung 
von Co-Zymase, die sich in diesem Falle jedoch vornehmlich 
als Co-Mutase betitigt. 

Hinsichtlich der Bedeutung des Phosphoryhierungsvorganges 
bei der alkoholischen Girung geben die bisherigen Versuchs- 
ergebnisse einen deutlichen Hinweis. In friitheren Versuchen 





form sofort stabilisiert wird und infolge CosZymasemangels einer er- 
neuten Veresterung nicht mehr unterliegt. Auch die unnatiirliche ,,Fih- 
rung“ des Phosphatstoffwechsels der Hefe infolge kiinstlicher Anhiufung 
des stabilisierten Hexose-di-phosphates mag dessen vollstiindige Ver- 
girung verhindern. [Vgl. hierzu auch C. Neuberg u. M. Kobel, Bio- 
chem. Zs. Bd. 174, S. 480 (1926)]. 

1) O. Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 183, S. 176 (1927). 

*) H. y. Euler u. K. Myrbick, Diese Zs. Bd. 167, 8. 236 (1927). 
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(vgl. oben) war gezeigt worden, daB die bei der Vergiirung von 
Glykogen entstehende Glucosemodifikation ebensowenig wie 
a-, §- oder Gleichgewichtsglucose von den Hefefermenten direkt 
in kleinere Bruchstiicke aufspaltbar ist, vielmehr der vorherigen 
Phosphorylierung bedarf. Im Gegensatz hierzu wird bei der 
Entesterung der Hexose-di-phosphorsiure durch Hefe eine zer- 
failsbereite Zuckerform in Freiheit gesetzt. Somit diirfte 
der Sinn der biologischen Phosphorylierung') darin gelegen 
sein, daB aus jenen Hexosegebilden, die unter den in der Zelle 
herrschenden physikalischen und chemischen Bedingungen nicht 
direkt spaltbar sind, eine zerfallsbereite Zuckermodifikation 
gebildet wird, die dann unmittelbar dem Angriff desmolytischer 
Fermente unterliegt.*) 


Methodik. 


Der zu den Versuchen benutzte Acetaldehyd wurde vor 
dem Gebrauche zum Zwecke der Entsiuerung iiber Calcium- 
carbonat frisch destilliert. Das Magnesiumsalz der Hexose- 
di-phosphorsiure wurde aus dem reinen Calciumsalz*) nach den 
Angaben von Neuberg und Sabetay‘) dargestellt. Mit Hilfe 

™ NaH,PO, | 
eines geeigneten Phosphatgemisches < —}| wurde in 
| 3 Na, HPO, 
den Versuchen mit dem alkalisch reagierenden hexose-di-phos- 
phorsauren Magnesium schwach saure Reaktion (p,,=6,6) her- 
gestellt. Die zur Anwendung gelangte frische Kuhmilch wurde 








') Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse lassen die Frage un- 
beriihrt, ob der bei der Vergiirung von Zucker intermediiir gebildete 
Ester im status nascens nicht etwa eine Hexose-mono-phosphorsiiure ist 
[vgl. hierzu O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 185, 
S. 113 (1927)]. 

2) Vgl. hierzu auch A. Gottschalk, Der Kohlenhydratabbau in 
tierischen Zellen im Handb. d. Biochemie, 2. Aufl., Bd. II, S. 502 (1925). 

3) Herrn Direktor Dr. Hérlein (I. G. Farbenindustrie, Elberfeld) 
bin ich fiir die bereitwillige Uberlassung von gereinigtem Candiolin zu 
aufrichtigem Danke verpflichtet. 

*) C. Neuberg u. 8S. Sabetay, Biochem. Zs. Bd. 161, S. 240 (1925). 
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durch Zusatz weniger Tropfen 1°/, iger Essigsiiure ganz schwach 
lackmussauer gemacht, aufgekocht, filtriert und das Filtrat 
nochmals zentrifugiert. Die iiberstehende, von dem Milchfett 
befreite Fliissigkeit wurde benutzt. 

Die Aufarbeitung der Aldehydansitze geschah in der 
folgenden Weise: Nach Neutralisation des Ansatzes mittels 
Calciumcarbonat wurde der noch in der Fliissigkeit enthaltene 
unverinderte Acetaldehyd mittels Wasserdampfes am absteigen- 
den Kiihlsystem in eine eisgekiihlte Vorlage iiberdestilliert. 
Das neutral reagierende Destillat wurde durch wiederholte 
direkte Destillation auf ein Volumen von etwa 75 ccm gebracht. 
In einem aliquoten Teil des Enddestillates wurde der Acet- 
aldehyd nach Ripper titriert. 

Bemerkt sei, daB das den Acetaldehydansatz enthaltende 
GefaB mit eingeschliffenem Glasstépsel nach EKinfillen der 
Fliissigkeit paraffiniert und wihrend der Versuchsdauer tig- 
lich eine Stunde lang geschiittelt wurde. 

















Der Harnstoff der Pilze und dessen Bedeutung. 


Von 


Nicolai N. Iwanoff. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institute der Universitat zu Petersburg-Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, August 1927.) 


Eine der wichtigsten Aufgaben der Physiologie ist das 
Bestreben, ein Gesamtbild der wie in der Tier- so auch in der 
Pflanzenzelle verlaufenden Prozesse zu geben, denn jedes Aut- 
finden irgendeiner Substanz in den Pflanzen, welche bisher 
nur im Tierorganismus bekannt war, gibt einen neuen Auf- 
schlu8 zum Verstaindnis der Allgemeinheit physiologischer 
Prozesse. 

Schon lingst war das verschiedene Verhalten der Pflanzen 
und Tiere zum gebundenen Stickstoffe bekannt; wihrend die 
ersteren mit grofier Miihe denselben aus dem Boden schopfen, 
sehr vorsichtig verbrauchen und nie wegwerfen, erscheinen die 
Tiere in dieser Hinsicht etwa als Antipoden, denn sie ver- 
werfen die Endprodukte der Eiweifspaltung aus dem Kérper 
als Untaugliches. Trotzdem aber ist die Stickstoffumwandlung 
wie bei diesen, so auch bei jenen in den Grundziigen eine und 
dieselbe. Zuerst ist hervorzuheben, daB bei den Pflanzen 
wie auch bei den Tieren als Endprodukt der Kiweifstoft- 
umwandlung Ammoniak erscheint, welches in freiem Zustande 
nicht im Organismus zuriickbleiben kann, da dasselbe ein Gift 
fiir die Zelle darstellt. Wie die Pflanzen, so binden auch die 
Tiere dasselbe, wobei eine interessante Eigentiimlichkeit aut- 
tritt: die niederen Pilze (z. B. Schimmelpilze) und die 
niederen Tiere (wie Aktinien, Blutegel) binden das Ammoniak 
mit der von ihnen ausgearbeiteten Siure und machen dasselbe 
in dieser Weise unschiddlich; hierbei wird bei den ersteren 
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das entstandene Ammoniumsalz wieder zur Eiweibsynthese 
benutzt, wahrend die letzteren dasselbe ausscheiden. Anders 
steht es bei’ héheren Tieren und griinen Pflanzen: hier 
werden aus dem Ammoniak bei sekundirer Synthese Amide 
gebildet. Beim Keimen der Samen, besonders im Dunkeln, 
werden manchmal groBe Mengen von Asparagin (CONH,— 
CHNH,—CH,—COOH) und manchmal von Glutamin (COOH— 
CHNH,—CH,—CH,—CONH,) angehiuft, welche beim Aus- 
stellen der Keimlinge ans Licht wieder zur KiweiBstoffsynthese 
benutzt werden. Bei den hdheren Tieren wird in der Leber 
das zuflieBende Ammoniak in ein einfaches Amid, den Harn- 
stoff (NH,CONH,) verwandelt, welches durch die Nieren aus- 
geschieden wird. 

Schon Boussingault (1864) war beim Vergleichen des 
Tierharnstoffes mit dem Pflanzenasparagin bestrebt, ein ver- 
allgemeinertes Schema der Stickstoffumwandlung zu geben, 
aber in letzterer Zeit haben wir neue Daten erzielt, welche 
dieses Schema durch das Auffinden des Harnstoffes in der 
Pflanzenwelt ergiinzen. 

Im Jahre 1901 schrieb J. Reinke, da, weil nie Harn- 
stoff in der Pflanzenzelle vorgefunden worden sei, es klar sei, 
daB dieses bei der EiweiBstoffspaltung entstehende Amid in 
den Pflanzen durch Ammoniumcarbonat ersetzt werde. Reinke 
begriindete sein Urteil auf das Vorfinden des Ammonium- 
carbonats und auf das Fehlen des Harnstoffes bei Schleim- 
pilzen. Kaum waren nach der Veréffentlichung des Reinke- 
schen Buches 2 Jahre verflossen, als die dsterreichischen Che- 
miker Bamberger und Landsiedl (1903) in den Frucht- 
kérpern der Lycoperdone Harnstoff in Mengen von 3,5°/, aut 
Trockengewicht vorfanden. Den Autoren erschien die An- 
wesenheit von Harnstoff als eine zufillige. Anfangs waren sie 
der Meinung, da& der Harnstoff in die Pilze aus dem Urin 
der auf der Weide sich befindenden Tiere gelange, denn die 
Lycoperdone kommen auf solchen Wiesen gut vorwiirts. Da 
aber die Autoren in den Pilzen keine anderen Harnelemente 
vorfanden und in dem Boden selbst keinen Harnstoff ent- 
decken konnten, kamen dieselben zu dem Schlusse, daB der 
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Harnstofi hier als ein Wechselprodukt dieser Pilze anzusehen 
sel. Nachdem hat eine Reihe Gelehrter sich mit der Frage 
iiber das Vorfinden und die Verbreitung des Harnstoffes unter 
verschiedenen Pilzarten beschiftigt. Fiir ein und dieselben 
Pilze (z. B. Champignons) wurden recht widerspruchsvolle Re- 
sultate erzielt: bald wurde Harnstoff vorgefunden, bald dessen 
FKehlen festgestellt (Goris und Mascré 1911). 

Die Frage wurde noch durch den Umstand erschwert, 
daB die friiheren Methoden der Ausscheidung von Harnstofi 
in Form von Verbindungen mit Oxalsiiure oder mit Salpeter- 
siure nicht genau waren; es war schwer, aus einem Gemische 
mit anderen Stoffen den Harnstoff auszuscheiden, wenn derselbe 
in kleinen Mengen vorhanden war, infolge der relativen Lis- 
lichkeit der genannten Salze; im Falle unbedeutender Mengen 
von Harnstoff kann man denselben gar nicht entdecken, selbst 
wenn derselbe voraussichtlich zugegen ist. Darum ist von 
eroBer Wichtigkeit fiir die Biochemie die Methode von R. Fosse, 
welche frei von den erwahnten Mingeln ist; dieselbe besteht 
in der Erzielung des krystallinischen Derivates von Harnstofi 
mit Xanthydrol nach der Gleichung: 


C,H 
NH,CONH, + 20% ° *SCHOH = 
\o, 0,7 
16 "44 


o< Scu—Nu—co—nu—cud” ‘So + 2H,0. 
‘C,H, C,Hy/ 

Folglich entsteht aus einem Mol. Harnstoff und zwei Mol. 
Xanthydrol 1 Mol. Dixanthylharnstoff, welcher in Wasser und 
Alkohol unléslich ist. Diese Methode erméglicht eine Fallung 
des Harnstoffes aus einem durch Beimischungen stark ver- 
unreinigten Medium auszufiihren. Die bei dieser Reaktiou 
erzielte Verbindung besitzt ein hohes Molekulargewicht vou 
420, wihrend der Harnstoff ein solches von nur 60 hat, d. bh. 
es wird 7 mal mehr Derivatprodukt, als Harnstoff nach Gewicht 
erhalten; dieser letzte Umstand ist von gréBter Wichtigkeit 
bei der Bestimmung sehr kleiner Harnstoffmengen; es ist 
miglich 2—3 mg Harnstoff festzustellen, und mikroskopiscl 
sogar 0,01 mg zu unterscheiden, da der Dixanthylharnstoff in 
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Horm von eigentiimlichen seidenartigen Nadeln krystallisiert. 
Die Methode erméglicht Harnstoff bei einer Verdiinnung von 
1:1000000 zu entdecken. 

Ich benutzte diese Methode zur Klarstellung der Be- 
deutung des Harnstoffes in der Pflanzenwelt. Schon im Jahre 
1916, als ich mit Lycoperdonen arbeitete, kam ich zu dem 
Schlusse, daB die Harnstoffmenge in den Fruchtkirpern des 
Pilzes, welche vom Mycel entfernt worden waren, wiihrend des 
Reifens steigt, und da& in den Sporen weniger Harnstoff als 
im Capillicium enthalten ist. Gleich in den ersten Versuchen 
hat es sich herausgestellt, da& die Lycoperdone als hdéchst 
geeignetes Material zur Aufklirung der Frage iiber die Harn- 
stoffumwandlung erscheinen. So wurden in einem Versuche 
2 Reihen von kleinen unreifen Fruchtkérpern von Lycoperdon 
piriforme gewahlt; die eine (A) wurde sofort getrocknet, in 
Pulver verwandelt und bis zu bestiindigem Gewichte gebracht; 
die andere (B) wurde 7 Tage lang bei gewOhnlicher Temperatur 
stehen gelassen; in diesem Zeitraume waren die Pilze gereift, 
in denselben hatten sich Sporen gebildet und dieselben ergaben 
ein dunkelgriines Pulver. Wihrend des Reifens (B) war die 
Gesamtmenge des Stickstoffes in dieser Portion wegen Verluste 
von groBben Mengen an Kohlehydrates wihrend des Atmungs- 
prozesses gestiegen, und mit diesem auch der Prozentgehalt 
des Harnstoffs: 


Menge N in °/, Harnstoff in mg 
Portion A (Kontrolle) . . 5,75 18,3 
Portion B (7 Tage) . . . 6,92 84,2. 


Kin solches Ansteigen des Harnstoffes wihrend des Reifens 
wurde in allen Versuchen festgestellt. In anderen Fallen 
wurden die Fruchtkérper der Linge nach in zwei gleiche 
Teile geschnitten; in den einen Hilften wurde der Harnstoft 
gleich bestimmt, in den anderen (Versuchshilften) nach 3 bis 
5 tiigigem Reifen; so erwies sich in einem Versuche in den 
Kontrollhilften 83,6 mg Harnstoff und in den Versuchshilften 
136,1 mg. Meine Beobachtungen haben gezeigt, dab der wihrend 
des Reifens angehiiufte Harnstoff nachher in den Sporen an- 
fingt zu verschwinden und bis auf Null sinkt. 
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Weiterhin benutzte ich die Fruchtkérper von Lycoperdon, 
die einem und demselben Mycel, aber in verschiedenen Stadien 
des Reifens, entnommen worden waren. Im folgenden Ver- 
suche waren 4 Reifestadien (I—IV) von Lycoperdon piriforme 
gewihlt worden: I ganz jung, IV ganz reif. Aus der Tabelle 
ist zu ersehen, daB die Harnstoffmenge allmihlich ansteigt 


und in den reifen Exemplaren sinkt: 


°/, Harnstoff 


Reifestufen (auf Trockengewicht) 
I 0 
Il 1,1 
Ill 4,6 
IV 0,07. 


Ich habe eine groBe Anzahl Bestimmungen in verschie- 
denen Pilzen von verschiedenen Reifeabstufungen angestell: 
und gezeigt, daB in einigen Lycoperdonen die Harnstoffmenge 
11,16°/, (Bovista nigrescens) auf Trockengewicht erreicht, wobei 
der Gehalt desselben von der Lycoperdonart abhingt; so wurde 
gefunden: 


°/, Harnstoff auf Trockengewicht in 


Lycoperdon saccatum . . . . . 2,85 
eisitorme ... ... 682 
gemmatum. . . . . 10,7 
WM: 6 Sew ae EE 
marginatum .. . . 5,8 

me eciiostum.... . £56 

Bovista nigrescens . .. . . . 11,16. 


Ks muf hervorgehoben werden, daB dieses die hodchste 
beobachtete Harnstoffmenge darstellt; 1m jiingeren und reiten 
Stadium kann dessen Menge bis auf Null sinken; auBerdem 
kann man in keiner Weise dafiir biirgen, daB meine Ziffern 
die héchsten fiir jede Pilzart sind; es ist sehr méglich, dab 
ich den Moment der gré8ten Harnstoffanhiufung versimmt 
habe. Hieraus folgt, daB es gelungen ist, eine grobe 
Harnstoffanhiufuug in einigen Pilzen festzustellen, 
wobei es sich in manchen Fallen erwies, dab eiwi 
die Halfte des gesamten Stickstoffes im Pilze dem 
Harnstoffe zukommt. 
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Weiter wurde von mir gezeigt, daB selbst ein und die- 
selbe Art den Harnstoffyehalt ndert, nicht nur je nach der 
Reifestufe, sondern auch je nach der Stickstoffnihrung, welche 
den Prozentgehalt des Stickstoffes im Fruchtkérper beeinfluBt. 
So wurden z. B. folgende Verhiltnisse in einer Reihe von unter 
verschiedenen Bedingungen aufgewachsenen Exemplaren von 
Lycoperdon piriforme vorgefunden: 


Prozentgehalt an Hochster beob. °/)-Gehalt an 
Stickstoff im Pilze Harnstoff auf Trockengew. 
I 7,92 4,62 
Il 5,75 0,55 
iil 4,19 0. 


Hieraus folgt, daB bei kleiner Zufuhr von Stickstoff- 
nabrung (ILI, Fall), selbst im Stadium vor dem Reifen, kein 
Harnstoff zugegen war. 

Von Interesse ist, daB ein und dasselbe Mycel von Kultur- 
champignons (Psalliota campestris), welches unter etwas anderen 
Bedingungen der Stickstoffniahrung gewachsen war, bei der 
Entwicklung der Fruchtkérper in 2 Fallen folgende Schwan- 
kungen des Harnstoffgehalts zeigte: 

I von 1,48 bis 2,86°/, Harnstoff 


II von 3,47 bis 4,12°/, ‘“ 


Bessere Nihrungsbedingungen machten sich geltend in 
dem Ansteigen des Harnstoffes, und als im zweiten Falle die 
Stickstoffnihrung durch EKinsetzen desselben in den Boden 
noch verbessert wurde, so stieg die Ziffer des Harnstoffs bis 
auf 5,6°/,; in diesem Falle ist der Zusammenhang zwischen 
dem Harnstofigehalte und dem Nihrungsmedium, auf welchem 
die Pilze wachsen, deutlich zu ersehen. 

Von allen Autoren wird angenommen, da der Harnstoff 
im Tierorganismus durch fermentative Synthese aus Ammoniak 
und Kohlenstoffdioxyd entsteht. Was die Bildung des Harn- 
stofts in der Pflanze betrifft, so lassen Goris und Mascré 
zu, daB derselbe withrend des Trocknens entsteht und daB in 
den Pilzen stickstoffhaltige Substanzen existieren, welche unter 
den Spaltungsprodukten Harnstoff liefern. In der Tierphysiologie 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX. 19 
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ist gut bekannt, da8 der Harnstoff aus den Hydrolyseprodukten 
des EiweiBstofis, d.h. aus Arginin, gebildet werden kann: 


NH, NH, 
| 
NH=C—NH.-(CH,),—CH-COOH + H,0O = 


NH, NH, 
NH, | | 

c€0 + CH,-CH,-CH,-CH-COOH . 
NH, 


Arginin + Wasser gibt Harnstoff + Ornithin. Die Pflanzen 
kdnnen ebenfalls Harnstoff aus Arginin bilden, wovon uns die 
weite Verbreitung des Ferments der Arginase nach den Arbeiten 
A. Kiesels iiberzeugt; aber die Harnstoffmengen aus Arginin 
kénnen nicht gro8 sein und auf keinen Fall jene groBe Vor- 
rite desselben, welche sich in den Pilzen anhiiufen und bis 
11,6°/, auf Trockengewicht erreichen, decken. 

In meinen Versuchen war gezeigt worden, daB der Harn- 
stoff in Pilzen beim Reifen derselben gebildet wird, was auch 
mit dem starken Oxydationsprozesse zutrifft, bei welchem grofe 
Mengen stickstofflosen Materials verbraucht wird. Auf Grund 
des Umstandes, daB Harnstoff aus Ammoniak und Kohlen- 
dioxyd entstehen kann, gab ich den reifenden Lycoperdon 
Ammoniak und beobachtete, ob Harnstoff auf dessen Kosten 
gebildet wird; alle meine Versuche ergaben ein positives Re- 
sultat. Ich wahlte Fruchtkérper von Lycoperdon oder deren 
Halften: die eine Portion lieB ich als Kontrolle zurick, die 
andere wurde vorher mit gasférmigem Ammoniak einige 
Stunden lang behandelt oder derselben wurde eine Ammonium- 
salzlésung zugegeben; beide Portionen wurden 3—4 Tage lang 
nachreifen gelassen, dann getrocknet, gepulvert und zur Harn- 
stoffbestimmung benutzt. So wurde in einem Versuche in 
beiden Hilften gefunden (Lycoperdon): 


Portion Harnstoff in mg °/, Harnstoff auf Trockengew. 
Kontrolle 135,4 2,08 
Versuch 191,2 2,81, 


d.h. in der mit Ammoniak behandelten Portion erwies 
sich um 41°/, mehr Harnstoff, als in der Kontrolle. 
Auch die Champignons verwandeln ebenso die absorbierten 
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Ammoniumsalze in Harnstoff. Die Halften vom Champignon- 
fruchtkérper wurden der Linge nach zerschnitten und mit den 
Stielen versetzt: A in 200 ccm Wasser, B in 200 ccm Wasser 
+ 1g (NH,),CO,; nach Verlauf von 3 Tagen wurde Harn- 
stoff gefunden in A 123,2 mg, in B 172,4 mg. 

In einer anderen Versuchsreihe gelang es zu zeigen, dab 
die Harnstoffanhiufung auch dann stattfindet, wenn die Frucht- 
kérper der Lycoperdon nicht vom Mycel, auf welchem sie 
wachsen, getrennt worden sind; in diesem Falle wurde die 
Ammoniumsalzlésung dem Boden zugegeben und festgestellt, 
daB das absorbierte Ammoniumsalz in Harnstoff iibergegangen 
war. Das Schicksal des Ammoniaks ist in diesem Falle 
analog dem, was wir in der Leber der héheren Tiere beob- 
achten, wo ebenso Harnstoff aus Ammoniak und Kohlenstoff- 
dioxyd gebildet wird. Die erwahnten Versuche zeigen noch- 
mals, daB die Harnstoffbildung in lebenden Pilzen ver- 
liuft und einen wichtigen physiologischen ProzeB der 
Pflanze darstellt. 

Neuere Versuche zeigen, da8, wenn man den Frucht- 
kérper des Champignons mit dem Stiele in eine 1°/, ige Harn- 
stofflésung versetzt, so steigt die Harnstoffmenge im Hute von 
3,0—14,9°/, auf Trockengewicht; von besonderem Interesse 
ist, daB die ganze Harnstoffmasse in das Hymenium des 
Fruchtkérpers strebt und daselbst sich ablagert; so erwies 
sich in einem Versuche mit Einsaugen von Harnstoff im Cham- 
pignon: 

im Hutteil ohne Hymenium — 5,7°/, 
in dem Hymenium .. . 13,4°/o. 

LaBt man unter natiirlichen Bedingungen irgendein HKin- 
dringen des Harnstoffes in den Boden (Fosse), so missen wir 
annehmen, daB die Hauptmasse desselben sich dem wichtig- 
sten physiologischen Prozesse — dem Tragen der Friichte — 
anpaBt; zum Moment des Reifens erreicht die Harnstoffmenge 
das Maximum, dann sinkt dieselbe und verschwindet voll- 
stindig in den Sporen. Welche Bedeutung hat dann der 
Harnstoff? Wir wissen, daB die héheren Pflanzen kein Am- 


moniak in sich anhiufen; das infolge der KiweiBstoffspaltung 
19* 
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gebildete Ammoniak wird am haufigsten in der Pilanze in 
Form von Amiden, Asparagin und Glutamin abgelagert. Noch 
mehr, die Versuche von Kinoshita und Suzuki haben ge- 
zeigt, da bei Nahrung der Pflanzen in Wasserkulturen mit 
Ammoniumsalzen auf deren Kosten Asparagin gebildet wird. 
Besonders anschaulich sind in dieser Hinsicht die Unter- 
suchungen von Prjanischnikoff und Schiilern, denen es ge- 
lungen war, die Asparaginmenge durch Nahrung mit Ammo- 
niumchlorid zu verdoppeln. Diese Angaben kénnen  voll- 
stindig in den Vergleich mit der Erscheinung der Hari- 
stoffanhiufung in Pilzen im Moment der Sporenbildung aut 
Kosten des von auBen eingefiihrten Ammoniaks gezogen werden; 
in diesem Momente findet eine intensive Oxydationsarbeit statt, 
und die friiheren Arbeiten von W. Palladin haben uns die 
Asparaginbildung als einen OxydationsprozeB dargestellt. Die 
Asparaginanhaufung ist eine voriibergehende Erscheinung, da 
bei Zugang von Kohlehydraten dasselbe von der Pflanze 
wieder zur Kiweifstoffbildung benutzt wird. Dasselbe ist bei 
Pilzen mit Harnstoffumwandlung zu beobachten, wo ndtigen- 
falls der Harnstoff von der Pflanze in den Kreis der Stick- 
stoffniihrung gezogen wird. Alle diese ‘l'atsachen fiihren zur 
Uberzeugung, daB der in den Lycoperdon sich anhiiufende 
Harnustoff als eine Vorratsstickstoffsubstanz, welche 
anderen Amiden griiner Pflanzen — Asparagin und 
Glutamin — analog ist, anzunehmen sei. 

Alle Versuche mit dem Reifen der Lycoperdone weisen 
daraufhin, daB der Harnstoff in den Sporen verschwindet, aber 
dieses bedeutet noch nicht, daB das infolge dessen Zersetzung 
entstandene Ammoniak sich daselbst anhiuft; im Gegenteil, 
es gelingt nicht, letzteres zu konstatieren; hieraus folgern wir, 
daB das Ammoniak weiterhin in komplizierte unldsliche Stick- 
stoffverbindungen iibergeht. 

Die Fruchtkérper erscheinen als ein sehr bequemes Objekt 
fiir die Untersuchung der Harnstoffumwandlung, da die Haupt- 
masse derselben die Sporen ausmachen, deren Menge 75°), 
des Fruchtkérpergewichtes erreicht. Ein anderes Bild erhiilt 
man, wenn wir uns von den Lycoperdonen zu solchen harn- 
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stoffenthaltenden Hutpilzen wenden, bei denen die Sporen- 
anzahl im Vergleich zum hohen Gewicht des ganzen Frucht- 
kérpers unbedeutend ist, wie z. B. Champignons. Die letzteren 
besitzen den Vorzug, daB dieselben im Treibhause zu kulti- 
vieren sind und das ganze Jahr hindurch wachsen. Die Harn- 
stoffmenge bei den Champignons hiingt von der Stickstoff- 
nihrung wie auch vom Alter ab; als ich in einem Falle vier 
Stadien der aus einem und demselben Mycel entwachsenen 
Pilze der Analyse unterwarf, wurden folgende Daten erzielt: 


°/, Harnstoft auf Trocken- 


Reifestadien ne . 
gewicht der Champignons 


ee. kw ore eee Gf et ow 
ne ee ee 
III. der Anfang des Reifens. . . . . 5,7 
VI. reifes . . eee are 


Hier ist klargestellt, daB bei reifen alten Pilzen die Harn- 
stoffmenge sich nicht verringert, sondern im Gegenteil die 
Rekordhéhe 12,4°/, und in einem [alle sogar 13,2°/, auf 
Trockengewicht erreicht hat. Dafiir aber war die Harnstoff- 
menge in den Sporen dieser Champignons wieder stark ge- 
sunken und hatte 1,1°/, erreicht. 

Weiter gelang es zu zeigen, dab wiihrend des Reifens 
der Champignons autolytische Prozesse stattfinden, bei denen 
Kiweistoffe und wahrscheinlich auch Chitin gespaltet werden ; 
aus deren Spaltungsprodukten entsteht bei der Oxydations- 
synthese Harnstoff. In einem Falle betrug die gesamte Harn- 
stofimenge im Pilze 134,8 mg, und die des Harnstoffstickstoffes 
63,9 mg, d. bh. 47,4°/, 
den des Harnstoffes. Man erhilt den Kindruck einer Harn- 
stoffvergiftung des Pilzes. 

Solche grofe Harnstofimengen hiuften sich in Champig- 
nons an, welche bei ungeheuerem Uberschusse von Stickstoff- 
nahrung kiinstlich kultiviert wurden. Der Fruchtkérper erhalt 
den Stickstoff aus dem Boden und hiiuft denselben anfinglich 
in Form yon komplizierten Verbindungen an, dann werden 
im Momente der Formierung der Sporen diese Stoffe zer- 
setzt und, durch das Stadium der Aminosiiuren gehend, ver- 
wandeln sich dieselben in Ammoniak, von welchem nur ein 


des gesamten Stickstoffes kommen auf 
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kleiner Teil in den Sporen ausgenutzt wird, die Hauptmasse 
aber in Harnstoft iibergeht, welcher nun im Pilzhute bis zum 
Lebensende zuriickbleibt. Der von Harnstoff bereicherte Pilz 
stirbt ab. Von Interesse ist, daB die Bildung des Harnstoftes 
mit dem normalen Oxydationsprozesse des Atmens verbunden 
ist; laBt man einen Teil des Champignons unter einer Glas- 
kuppel mit Chloroformdimpfen stehen, so verlaufen die auto- 
lytischen Prozesse in den Geweben des Pilzes und der Kiweib- 
stoff wird bis zu Aminosauren gespaltet, aber die Umwandlung 
letzterer in Harnstoff findet nicht statt. 

Offenbar sind diese Autolysebedingungen des Pilzes mit 
denen im lebenden Organismus nicht identisch. Folglich spielt 
der Harnstoff in den Champignons nicht die Rolle eines Vor- 
ratsstoffes und wird daselbst, wie bei den Lycoperdonen, ver- 
braucht, und nicht weiter, sondern besitzt den Charakter von 
Abfillen, welche aus dem der Zelle schidlichen Ammoniak 
gebildet werden, wie in der Leber hoherer Tiere, und verbleibt 
dort in solcher neutralisierten Form bis zum Lebensende. 

Ks ist gelungen zu zeigen, daB auch in reiner Kultur 
auf Gelatine mit Malzextrakt im Mycel des Champig- 
nons ebenso Harnstoff angehiuft wird; in einem Ver- 
suche gelang es mir in solch einer Pilzkultur, die im Reagens- 
rohr gewachsen, nach 5 Monaten Harnstoff zu konstatieren: 
in dem Hiutchen des Champignons erwies sich 4,0 mg Stick- 
stoff und im Kulturmedium — 5,4 mg Harnstoff. 

Von Interesse ist, daB in diesem Falle der Harnstofi, 
trotz der andauernden Verwahrung der Kultur, nicht zertfiel. 


Dieses hiingt in diesem Momente bei den Champignons von der 
Abwesenheit des Ureaseferments ab, welches den Harnstoft 


nach der Gleichung: CO(NH,), + H,O = CO, + 2NH, spaltet. 
In der Tat gelingen die Versuche, die Gegenwart der 


Urease in den Champignons und in den Lycoperdonen aut 


experimentellem Wege zu beweisen, nicht, denn die Gewebe 
dieser Pilze, mit Harnstoff stehen gelassen, zersetzen den 
letzteren nicht unter Ausscheidung von Ammoniak. Aber wir 
miissen zulassen, daB in diesen lebenden Pilzen die Urease 
existieren miisse, denn sonst wiire es unbegreiflich, wie der 
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Harnstoff in den Sporen der Lycoperdone benutzt werden 
kann: ware dort keine Urease vorhanden, so wiirde der Harn- 
stoff nach Fosse als Abfallsprodukt erscheinen und die 
Pflanze mtiBte denselben ebenso auswerfen, wie das ‘Tier. 
Wir besitzen zurzeit ein schon ziemlich groBes Verzeichnis 
von Pilzen, in denen Harnstoff vorkommt; aber in letzter Zeit 
ist es gelungen zu zeigen, daB derselbe nicht nur in Pilzen, 
sondern auch in anderen Pflanzen vorkommt, aber nur spuren- 
weise; so hatte Fosse (1912) den Saft von 10 kg Cichorien- 
blitter ausgepreBt und nach seiner Methode eine Menge Kry- 
stalle des Harnstofiderivates erhalten; kleine Harnstoffmengen 
sind vom Autor auch im Kiirbis, Melone, Blumenkohl, Schniti- 
kohl, Spinat, Mohrriibe und Kartoffel vorgefunden. Dennoch 
nehmen einige Autoren, wie Werner, an, daB bei der End- 
spaltung von EHiweiBstoffen stets Harnstoff gebildet werden 
muB; in entwickelten Pflanzen kommt der Harnstoff selten 
und zufallig vor, weil dort die Kiweibstoffsynthese statttindet, 
aber diese Ansicht ist noch nicht bewiesen. Weiterhin wurde 
es klar, daB der Harnstoff in Pilzen als Resultat einer iiber- 
schiissigen Stickstoffnihrung auftritt, und daf die Champignons 
bei reiner Kultur denselben bald bilden, bald nicht, je nach- 
dem, ob wir denselben viel oder wenig Eiweifstoff ins Substrat, 
auf dem sie wachsen, zufiigen. Es erwies sich, da® der Uber- 
schu8B von Kohlehydratnihrung ebenso die Harnstoffbildung 
hemmte. Alle Versuche mit steriler Kultur der Champignons 
verlaufen sehr langsam; zur Erlangung etwaiger Resultate sind 
Monate nétig, daher wandte ich mich in letzter Zeit zur Ziich- 
tung von Schimmelpilzen, welche sich im Thermostaten unter 
sterilen Bedingungen schon nach 5—10 Tagen entwickeln. 
Aber zur Erlangung meines Zieles verbannte ich aus der 
Kulturfliissigkeit die Kohlehydrate (Fosse hatte 1915 bei auf 
Zucker geziichteten Schimmelpilzen nur Spuren von Harnstoft 
beobachtet) und gab auBer Nihrsalzen in jedem_ einzelnen 
Falle noch 3 g Pepton zu, welches fiir den Pilz als Stickstoff- 
wie auch Kohlenstoffmaterial erscheint. In einem Versuche 
hatte der gewodhnliche Schimmelpilz Aspergillus niger auf 
100 com Nihrfliissigkeit nach 12 Tagen 48,6 mg Harnstoff ent- 
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wickelt, wihrend das Pilzhiutchen in trockenem Zustande 
0,63 g wog. 

{s stellte sich heraus, daf& der simtliche Harnstoff sich 
in der Nahrfliissigkeit befand, auf der sich der Pilz entwickelt 
hatte und im Pilze selbst der Harnstoff fehlte. Der in Ab- 
wesenheit von Kohlehydraten aufgewachsene Pilz war des 
harnstoffspaltenden Ferments, der Urease, vollstiindig beraubt, 
wiihrend schon lingst bekannt war, da bei gewdéhnlicher 
Kultur auf Zucker Aspergillus niger stets dieses ferment 
enthilt. Somit erscheint der Harnstoff in demselben als Ab- 
fall. Aber der Begriff Abfall erscheint fiir die Pflanzen nicht 
gleichbedeutend dem, was fiir die Tiere angenommen wird. - 
Z. B. ist fiir letztere das Kohlenstoffdioxyd stets ein beim 
Atmen aus dem Organismus ausgetiihrter Abfall, aber fiir die 
griine Pflanze ist das Dioxyd in Gegenwart von Sonnenlicht 
ein Niahrstoff und erscheint, wie bei Tieren, nur im Dunkeln 
als Abfall. Etwas Ahnliches beobachten wir auch beim Harn- 
stoff in Pilzen: derselbe hiuft sich an und kann nicht ver- 
braucht werden, falls keine Kohlehydrate da sind, aber sobald 
diese letzteren gegeben sind, so wird der Harnstoff als Nihr- 
stoff in den Kreislauf gezogen. Das ist sehr gut in Versuchen 
mit auf Pepton oder Gelatine aufgewachsenen Schimmelpilzen 
zu ersehen; gibt man einer solchen Nihrfliissigkeit, in der 
sich Harnstoff angehiiuft hat, Zucker hinzu, so fingt der Pilz 
an schnell zu wachsen und aus dem Nahrungsmedium ver- 
schwindet der Harnstoff wie auch der Zucker; das Pilzhiiut- 
chen enthalt nun reichlich Urease, die vor der Zuckerzugabe 
fehlte. Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 ein und der- 
selbe Pilz bald Harnstoff enthalten und der Urease 
verlustigt sein kann, bald umgekehrt — alles hingt 
von dem Nihrmedium ab. 

Neuerdings ist es gelungen, Harnstoff auch bei 
Bakterien festzustellen. Die Bakterien B. megaterium, 
B. tumescens, Proteus Sophii, B. mesentericus, B. subtilis, 
B. mycoides auf 10°/, Gelatine—Pepton geziichtet, bilden Harn- 
stoff in Mengen yon etwa 12,8—15,5 mg pro 10 ccm Niahr- 
boden. Harnstoff wird nur in Kulturen aufgefunden, welche 
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ohne Kohlehydrate und Mannit geziichtet wurden. Zusatz 
dieser Substanzen fiihrt zum Verschwinden des Harnstoffes 
aus dem Kulturmedium. 

Der in diesen Versuchen bei der Entwicklung der Schimmel- 
pilze und Bakterien gebildete Harnstoff entsteht aus dem in 
Pepton und Gelatine enthaltenen Arginin. In der Tat wird 
Harnstoff bei Spaltung des Arginins in Ornithin und Harnstoff 
erzielt und letzterer hiiuft sich in Abwesenheit von Urease an. 

Die neueren Angaben iiber Harnstoff-:erméglichen uns 
ein verallgemeinertes Bild von der Stickstoffumwandlung bei 
Pflanzen und Tieren zu geben. In Pflanzen- und Tierorganis- 
men erscheint als Endprodukt des EiweiBstoffzerfalles das Am- 
moniak, welches bei der Oxydationssynthese in der Leber der 
Tiere in Harnstoff, aber bei griinen Pflanzen bei Kohlehydrat- 
mangel in Amide— Asparagin und Glutamin — iibergeht; die Pilze 
kommen in dieser Hinsicht den Tieren uiiher, weil bei den- 
selben aus Ammoniak Harnstoff bald als Vorratsprodukt (bei 
Lycoperdon), bald teilweise als Vorratsprodukt, bald als Ab- 
fallsprodukt (bei Champignons und bei Schimmelpilzen) synthe- 
siert wird. Der letzte Fall erméglicht uns die Beobachtung 
einer unerhérten Erscheinung in der Pflanzenwelt — des Uber- 
ganges von Stickstoff in Abfille in Form von Harnstoff. Je 
mehr wir die Physiologie der Pflanzen- und Tierzelle unter- 
suchen, desto mehr finden wir Tatsachen, welche uns ermég- 
lichen, dieselben nicht nur morphologisch, sondern auch funk- 
tionell zu niihern. Die erzielten Tatsachen der Harnstoff- 
umwandlung in der Pflanzenzelle erscheinen in dieser Frage 
als gute Illustration.') 


') Unliingst ist eine Abhandlung von A. Kiesel (Ergebnisse der 
Biologie Bd. 2, S. 257 (1927)] erschienen, in welcher der Autcr eine 
Ubersicht iiber Harnstoff in Pflanzen gibt und meine Arbeiten auf diesem 
Gebiete kritisiert. Da der Autor aber gar keine eigenen Daten anfiihrt, 
welche meinen Versuchen entgegengestellt werden kénnten, so erachte 
ich es fiir méglich, seine fiir eine wissenschaftliche Ubersicht ungewohn- 
liche Polemik beiseite zu lassen. In den weiteren in niichster Zeit er- 
scheinenden Abhandlungen iiber Harnstoff behalte ich mir das Recht 
vor, A. Kiesel auf seine Irrtiimer und seine Leidenschaftlichkeit bei 
der Interpretation meiner Arbeiten hinzuweisen. 
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Zur Darstellung von Kreatinin aus Harn. 
Von 


M. Terada, Tokyo. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1927.) 


Die Darstellung von Kreatinin aus Harn ist durch die 
Kaliumpikratmethode von Folin gegeniiber den ilteren Ver- 
fahren wesentlich vereinfacht worden; immerhin ist auch sie, 
wenn man im groBen arbeitet, noch reichlich umstindlich. 
Das Rohpikrat besteht nur zu 75--90°/, aus der Kreatinin- 
verbindung; die reine Base wird daraus iiber ihre Chlorzink- 
verbindung erhalten. 

Die ,,Reineckesiiure* — die 4-Rhodanato-2-ammin-chromi- 
siure — gibt nach Christensen insbesondere mit tertiiren 
Aminen Salze, die in warmem Wasser sowohl wie in wibrigem 
Alkohol sehr schwer léslich sind. Das schon lange bekannte 
Morlandsalz ist, wie Werner gezeigt hat, ihr Guanidinsalz. 
Kreatinin als Guanidinverbindung gibt, wie ich feststellen 
konnte, ebenfalls ein schwerlésliches Reineckat. Es laBt sich 
leicht gewinnen durch Fallen einer schwach sauren Liésung 
der Base mit einem leicht zugiinglichen Salz der Reinecke- 
siiure, am bequemsten mit dem Gemisch von Kali- und Am- 
moniumsalz, das beim Zusammenschmelzen von Kaliumbichromat 
und Rhodanammonium erhalten wird. Seine Eigenschaften 
wurden untersucht in der Hoffnung, mit ihm ein so schwer 
lésliches Salz in Hiinden zu haben, daf mit seiner Hilfe eine 
gravimetrische Bestimmung des Kreatinin im Harn méglich 
Wire; sie wiire eindeutiger gewesen als die colorimetrische 
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Untersuchung des Pikrats. Die Unléslichkeit des Salzes geniigt 
aber den dafiir zu stellenden Anforderungen nicht. 

Dagegen liBt sich das Reineckesalz sehr bequem zur pri- 
parativen Darstellung von Kreatinin aus Harn verwenden. Man 
hat nur noétig, den schwach salzsauer gemachten Harn auf 
etwa 4/, seines Volumens einzuengen, mit viel Tierkohle zu 
reinigen und aus dem Filtrat selbst durch doppelte Umsetzung 
das Kreatininreineckat zu fillen. Einmaliges, in bestimmter 
Weise durchgefiihrtes (s. u.) Umkrystallisieren aus warmem 
Wasser geniigt, um es analysenrein zu erhalten. Zur Um- 
wandlung in das Chlorhydrat lést man in warmem wiBrigem 
Alkohol und setzt mit etwas freie Salzsiiure enthaltender 
Sublimatlésung um; der Zusatz von Salzsiiure verhindert, dai 
aus dem Kreatinin unter Reduktion des Quecksilber-(2)-salzes 
Dimethylguanidin entsteht (sreenwald). Das _ iiberschiissige 
(Juecksilber wird mit Schwefelwasserstoff entfernt und die 
salzsaure Lésung eingedampft. 

Kis lag nahe, mit der Reineckesiiure auch andere Guanidin- 
verbindungen des Harns zu isolieren oder zu _ bestimmen. 
Natiirlich geben auch sie die entsprechenden Salze. Aber sie 
sind zum Teil léslicher als die Kreatininverbindung. Auch 
hat man sie bei obiger Aufarbeitung deshalb nicht zu firchten, 
da ihre Chlorhydrate zerflieBlich und betrichtlich léslicher 
sind als das Chlorhydrat des Kreatinin. 


Versuchsteil. 


1. Kreatinin-Reineckat. 


Das analysenreine Kreatinin war aus krystallwasserhaltigem 
Kreatin (aus Fleischextrakt) durch Erhitzen im Drucktopf her- 
gestellt worden. Die Lésung der freien Base eignet sich nicht 
zur Fallung mit Reineckesalz, man lést in verdiinnter Salz- 
siiure, bis zur deutlichen aber schwachen kongosauren Reaktion. 
Es f&llt stets dasselbe Salz, gleichgiltig ob man das Reinecke- 
salz in iiquimolekularer Menge oder im UberschuB zugibt, oder 
fraktioniert damit faillt. Der bei groBer Kornfeinheit blaBrosa 
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gefarbte Niederschlag lift sich aus Wasser bei einer 60° 
nicht tibersteigenden Temperatur gut umkrystallisieren; er wird 
dabei in weinroten Nadeln erhalten. Schmelzp. 175°. 


Zu den folgenden Analysen diente 1. das unmittelbar er- 
haltene, auf dem Wilter gewaschene, aber nicht umkristallisierte 
Salz; 2. ein nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Wasser er- 
haltenes Produkt; 3. ein mit groBem UberschuB an Reagens er- 
haltenes Salz nach 2 maligem Umkrystallisieren. Getrocknet wurde 
in der Luft und dann im Hochvakuum iiber P,O, bei etwa 60°. 


Ber. fir C,H,N,O -[Cr(SCN),(NH,),JH Mol.-G. 432,5 


Cr 12,20°/); C 22,20°,; H 3,26*,: 
Gef. 1. 12,61; 12,54: 12,65; 22,64; 22,51; 3,57; 3,53: 
2. 12,66; 12,47; 12,61; 22,11; 22,30; 3,49: (3,70): 


8. 12,44; 12,67; 12,45; 22,12; 22,16; 22.29; 3,82; 3,76; 3,66. 


Das Salz lést sich wenig in kaltem Wasser, ziemlich gut 
in warmem, bei 70° tritt Zersetzung ein; es lést sich sehr 
leicht in Methylalkohol und Aceton, wenig in trockenem Athyl- 
alkohol, sehr leicht in 50°/,igem wiBrigem, zu 0,265°/, in 
reinem Athylacetat, es ist unldslich in Chloroform und Ather. 

Die Léslichkeit in Wasser betriigt bei 18,5° 0,1595 Gew.-°/,,, 
bei 19,1° 0,1520°/,, bei 20,5° 0,1555°/,, im Mittel also 0,156°/,. 
In 100 ccm gesittigter Lésung bleiben also etwa 40 mg Kreatinin 
gelést (bei der Kaliumpikratverbindung nach Folin 12,5 mg). 


2. Fallung des Kreatinin aus Menschenharn. 


a) Nach Kinengen ohne vorherige Reinigung mit Tierkoble. 
Nach 3 maligem Umkrystallisieren, Schmelzp. 171° (statt 175°); 
pef. 12,29 und 12,31°/, Cr; 23,87 und 23,87°/, C; 4,14 und 
4,149), H; es scheint also eine an Kohlenstoff reichere 
Substanz mitgefillt zu werden und sich auf diese 
Weise nicht abtrennen zu lassen. 

Bei wiederholten Versuchen das gleiche Ergebnis. Schmelz- 
punkt der mehrmals umkrystallisierten Rohfillung 165°, 164°; 
Cr-Gehalt 12,58 und 12,64°/,; C 23,43 und 23,65°/,; H 4,13 
und 4,26°/,. 
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b) Vorherige Behandlung mit Tierkohle. Rohfallung. 
Schmelzp. 166°, Cr 12,97 und 12,77°/,; C 23,49 und 23,69°/,; 
H 4,25 und 4,47°/,. Nach 1 maligem Umkrystallisieren Schmelz- 
punkt 166°; Cr 12,77 und 12,63°/,; C 23,39 und 23,68°/,; 
H 4,32 und 4,25°/. Nach nochmaligem Umkrystallisieren 
Schmelzp. 167°; Cr 12,80 und 12,76°/,; C 23,69 und 23,66°/, : 
H 4,39 und 4,28°/,. | 

Auch durch die ibliche Behandlung mit Tierkohle 
liBt sich die Verunreinigung nicht entfernen. Kieselgur 
bietet keinen Vorteil. Auch bei fraktionierter Fillung findet 
sich die Verunreinigung in den spiteren Fraktionen. 


c) Dagegen laBt sich der Begleitstoff abtrennen, wenn der 
angesaiuerte Harn mit reichlich Tierkohle (/,, Gewicht) gereinigt 
wird und beim Umkrystallisieren aus der etwa 120fachen Menge 
Wasser die 55° warme Loésung zuniachst auf Zimmertempe- 
ratur abgekiihlt wird; er scheidet sich zuerst aus.') Wenn 
jetzt das Filtrat auf 0° gekihlt wird, scheidet sich reines 
Kreatinin-Reineckat ab. Schmelzp. 175°, Cr 12,62°/,, C 22,67°/,, 
H 4,60°/,. Schmelzpunkt und Zusammensetzung indern sich 
kaum durch weiteres 2 maliges Umkrystallisieren: Cr 12,64 und 
12,649/,; C 22,41 und 22,219/,; H 3,77 und 3,78°/,. In dieser 
Form lagen 58,5°/, der im Colorimeter bestimmten Kreatinin- 
menge des Harns vor. Beim Umkrystallisieren aus Wasser 
gelingt es aber auch auf diese Weise nicht immer, sofort beim 
erstenmal die Beimengung vollstandig abzutrennen; eine Wieder- 
holung der Operation geniigt jedoch meist, wobei dann auch 
noch etwa 60°/, der colorimetrisch bestimmteu Menge erhalten 
wurden. Auch mit der 40fachen Menge Methylalkohol labt 
sich das Rohprodukt reinigen, das Kreatinin-Reineckat wird 
dann als Riickstand erhalten, nachdem der Methylalkohol aus 
dem Filtrat im Vakuum verdampft worden ist. | 

Zur Bereitung des Kreatininchlorhydrats aus seinem Rei- | 
neckat wird die kalte wiBrige alkcholische Lésung mit salz- 


') Es liegt ein Gemenge vor, z. B. 0,7 g, Schmelzp. 220°, Léslich- 
keit 1,3°/,; durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Wasser fiel die Lés- 
lichkeit bis 0,45°/, und stieg der Schmelzpunkt auf 228°. 
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saurer Sublimatlésung zersetzt, der UberschuB des gelisten 
Quecksilbers aus dem Filtrat mit H,S entfernt und das neue 


Filtrat eingedampft. Das Chlorhydrat krystallisiert meist 
analysenrein aus. 


Gef. 28,02 27,57°), N (Kjeldahl) Ber. 28,01°/, N. 
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1-Oxyprolin und 1-Prolin. 
Ihre Darstellung aus Eiweif8 mit Hilfe der Reineckesaure. 
Von 
J. Kapfhammer und R. Eek. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig | 


(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1927,) 


In der Absicht, die freien Aminogruppen im EiweiB- 
molekiil festzulegen und zu charakterisieren, hatten wir folgende 
Arbeitshypothese aufgestellt: Durch Anlagerung von Cyanamid 
an die freien Aminogruppen wollten wir nach dem Prinzip der 
Streckerschen Synthese zu Guanidinderivaten kommen, die 
dann aus dem Siéurehydrolysat des betreffenden KiweiBstoffes 
isoliert und identifiziert werden sollten. Wir hielten es z. B. 
fiir méglich, daB die ¢-stindige Aminogruppe des im Casein 
und in der Gelatine verhaltnismifig reichlich vorhandenen 
Lysin durch Aufnahme eines Cyanamidmolekiil in die Guani- 
dingruppe tibergehen kénnte, und daB® dann nach der Hydro- 
lyse mit Schwefelsiiure in der Argininfraktion des Hydrolysates 
ein Homologes des Arginin, die @-Amino-é-guanidocapronsiiure 
enthalten ware. Unsere bisherigen Versuche!) an Casein und 
Gelatine, deren ganz schwach alkalische Lésungen wir mehrere 
Monate lang bei 57° mit Cyanamid stehen lieBen, zeigten aber 
leider, daB sich aus der in Betracht kommenden Hydrolysat- 
fraktion neben Arginin keine andere krystallisierte Guanido- 
siiure gewinnen lieB; wir erhielten niimlich auber dl-Arginin nur 
einen Sirup, aus dem sich trotz mannigfaltigster Bemiihungen 
das Homologe des Arginin nicht herausholen lieS; auch nach 
jahrelangem Aufenthalt im Exsiccator zeigte der Sirup keine 
Neigung zur Krystallisation. Vielleicht fiihren uns aber neue 
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Versuche zum Ziel, bei denen wir die inzwischen von H. Steib?) 
synthetisch hergestellte «-Amino-«-guanido-capronsiure zur 
Impfung verwenden wollen. 

Hiir die Umwandlung in eine Guanidosiiure kiime aber 
nicht allein das Lysin in Betracht, denn auch aus den Mono- 
aminosduren kénnen solche entstehen. In solchen Fiillen ist 
noch der besondere Umstand zu erwiigen, daf die Guanido- 
siuren bei der sauren Hydrolyse unter Wasseraustritt und 
unter Ringschlu8 mehr oder weniger leicht in Glykocyamidine 
iibergehen werden, analog der Umwandlung des Kreatin in 
Kreatinin. Auch diese Stoffe konnten wir bis jetzt noch nicht 
aus unseren HiweiBhydrolysaten isolieren. Der Grund hierfiir 
diirfte wohl hauptsichlich in der methodischen Schwierigkeit 
liegen, das komplizierte Gemisch der Aminosiiuren, Guanido- 
siuren bzw. Glykocyamidine zu entwirren; dann aber auch 
darin, da& die Menge der zu erwartenden Guanidinderivate 
nur eine geringe sein kann, weil ja nur ein kleiner Teil des 
Stickstoffs als freier Aminostickstoff im Kiwei8molekiil vorliegt. 

Auf der langwierigen Suche nach einem geeigneten 
Trennungsmittel fiir Guanidosiuren einerseits und Glykocy- 
amidine andererseits wurden wir auf das Reineckesalz gefiihrt. 
Ks ist das Ammoniumsalz der Reineckesiure, das tetrarhoda- 
natodiamminchromisaure Ammonium. Die Reineckesiiure gibt 
mit Guanidin das altbekannte schwerldsliche Morlandsalz, 
dessen Konstitution Werner*) aufgeklirt hat. Bei unseren 
Modellversuchen hat sich herausgestellt, daB auch das Krea- 
tinin, nicht aber das Kreatin, eine gut krystallisierte und 
schwer lésliche Verbindung mit der Keineckesiure eingeht 
(Terada‘). 

Als wir die Brauchbarkeit des Reineckesalzes im Kontroll- 
versuch priiften, indem wir das schwefelsaure Hydrolysat einer 
gewohnlichen Handelsgelatine, die also nicht mit Cyanamid 
vorbehandelt war und die uns bereits zur Darstellung von Ar- 
ginin gedient hatte, mit einer Lésung des Reineckesalzes ver- 
setzten, erhielten wir schon hier einen massigen Niederschlag, 
der sich in schén krystallisierter Form absetzte, sich gut ab- 
filtrieren und sowohl mit kaltem als auch mit warmem Wasser 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXX, 20 
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waschen lieB; aus heiBem Wasser kann er umkrystallisiert 
werden; seine Farbe ist rosarot. Die weitere Untersuchung 
zeigte, daB ein Gemisch der Reineckeverbindung des 1-Oxy- 
prolin und 1-Prolin vorlag. Da8B die Reineckesiure auch 
mit sekundiren und tertiiren Basen schwerldsliche Ver- 
bindungen eingeht, hat schon Christensen) gezeigt, daB sie 
sich aber auch gegen Oxyprolin und Prolin so verhilt, war 
bis jetzt unbekannt. Wir hatten wegen der im Oxyprolin und 
im Prolin vorhandenen Carboxylgruppe nicht erwartet, dab 
!-Oxyprolin- und 1-Prolinreineckat so schwer léslich sind; wir 
hatten vielmehr angenommen, da8 sich 1-Oxyprolin und 1-Prolin 


iihnlich verhalten wiirden, wie das Kreatin, das — wie oben 
erwahnt — kein schwer lésliches Reineckat bildet. 


Da fiir die Darstellung des 1-Oxyprolin und 1-Prolin aus 
EiweiBhydrolysaten bisher eine spezifische Fallungsmethode 
fehlte, waren diese Stoffe nur schwer zugiinglich, obwohl sie in 
allen pflanzlichen und tierischen Eiweifstoffen vorkommen 
diirften. Im Schrifttum finden wir zahlreiche Angaben, die 
sich auf das Vorkommen des 1-Prolin beziehen, wihrend die 
Angaben tiber das Vorkommen des 1-Oxyprolin nur einige 
wenige EiweiBstoffe (Casein, Gelatine, Globin, Edestin) betreffen. 
Wir sind damit beschiattigt, eine gréBere Anzahl tierischer und 
pflanzlicher Eiweibstoffe auf das Vorhandensein des 1-Oxy- 
prolin systematisch zu priifen. Auch die Herstellung von Di- 
peptiden des Oxyprolin und Prolin haben wir in Angriff ge- 
nommen. 

Wir mdchten schlieBlich noch bemerken, daB sich das 
von uns beschriebene Reineckatverfuhren in seiner Anwendung 
auf KiweiBhydrolysate und auf Extrakte tierischer oder pflanz- 
licher Herkunft vorlaufig nur als priiparative, nicht als quan- 
titative Methode eignet.*) 


*) Der eine von uns hat dariiber bereits auf der Diisseldorfer 


Tagung der Deutschen Naturforscher und Arzte 1926 vorgetragen; ein 
kurzes Referat ist in der Zs. angew. Chem. Bd. 39, S. 12:9 (1926) und 
in den Ber. tiber die ges. Physiol. u. exp. Pharm. Bd. 38, S. 162 (1927) 
erschienen. Vgl. dazu auch die Publikation yon Rosenthaler, Arch. 
f. Pharm. Bd. 265, S. 319 (1927). 
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Mit Hilfe der Reineckesalzfillung erhielten wir aus 200 g 
hydrolysierter Gelatine (Handelsgelatine mit 14°/, N-Gehalt) 
etwa 14 g 1-Oxyprolin und etwa 8 g 1-Prolin. Da auch Ar- 
ginin ein schwer lésliches Reineckat gibt, empfiehlt es sich, 
aus den Hiweibhydrolysaten zuerst das immer vorhandene 
Arginin zu entfernen. Wir behandelten infolgedessen die 
Hydrolysate nach dem von A. Kossel und R. E. Gross®) an- 
gegebenen Verfahren, bevor wir die Fillung mit Reineckesalz 
ausfiihrten. Da sich die Reineckate des 1-Oxyprolin und des 
l-Prolin auch bei Gegenwart der Flaviansiure niederschlagen 
lassen, ist es nicht notwendig, die iiberschiissige Flaviansiure 
vorher abzutrennen. Wir sehen gerade darin, daB man der 
Flaviansiurefillung die Reineckatfallung unmittelbar an- 
schlieBen kann, einen besonderen Vorteil unseres Verfahrens, 
denn man kann auf diese Weise die wertvollen Bausteine Ar- 
ginin, Oxyprolin und Prolin in einem Zuge gewinnen. Zu- 
filligerweise standen uns in unserem Laboratorium grofe 
Mengen eines Gelatinehydrolysates zur Verfiigung, aus dem 
das Arginin als Flavianat bereits abgeschieden war. Aus einer 
sréBeren Menge eines solchen Hydrolysates, die ungefihr 5 kg 
Gelatine entsprach, erhielten wir etwa 3500 g¢ Reineckatnieder- 
schlag und aus diesem konnten leicht einige hundert Gramm 
1-Oxyprolin und 1-Prolin gewonnen werden. 

Wichtig war, einen mdglichst einfachen Weg zu finden, 
um die Reineckesiiure aus ihren Oxyprolin- und Prolinverbin- 
dungen wieder abzutrennen. Man konnte die Salze ansiuern 
und die komplexe Siiure mit Ather oder Amylalkohol extra- 
hieren, ein Verfahren, das man bei der Zerlegung der Phos- 
phorwolframate benutzt. Dahingehende Versuche haben aber 
sezeigt, dab dieser Weg zwar im Kleinen bei Reagensglas- 
proben gut gangbar ist, daB er sich aber nicht beschreiten 
liBt, wenn gréBere Mengen zu verarbeiten sind. Wir haben 
nimlich beobachtet, daB sich in solchen Fallen wegen der 
lingeren Dauer der Aufarbeitung ein Teil der Reineckesiure 
zersetzt, so daB stets Chrom in der wiBrigen Lésung bleibt. 
Es ist daher besser, die Reineckesiure in ein schwer lisliches 
Salz iiberzufiihren und dieses abzutrennen. LErdalkalisalze, 
20* 
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die man bei der Phosphorwolframsiuremethode beniitzt, sind 
hier nicht brauchbar. Dagegen lassen sich Schwermetallsalze 
wie Quecksilberchlorid, Silbersulfat, Kupfersulfat u. a. zweck- 
miBig verwenden. In gewissen Fallen mag Quecksilberchlorid 
wegen seiner Léslichkeit in Alkohol vorteilhaft sein; Silber- 
sulfat ist wegen seiner geringen Loslichkeit in Wasser nur 
dann brauchbar, wenn kleine Mengen einer Reineckatverbin- 
dung zerlegt werden sollen. Man wahlt ein Schwermetall, 
dessen Rhodansalz sich méglichst wenig lést. Am billigsten 
und besonders fiir die Bearbeitung im GroBen geeignet zeigte 
sich das Kupfer-(1)-Ion. Man verteilt den Reineckatnieder- 
schlag in der 4—6fachen Menge Wasser oder lést ihn in 
60°/,igem Alkohol, erhitzt die Flissigkeit auf etwa 60° und 
cibt unter gleichzeitigem Einleiten von Schwefeldioxyd soviel 
festes gepulvertes Kupfersulfat hinzu, bis eine abfiltrierte Probe 
beim Kochen mit Kupfersulfat und schwefliger Siure keine 
Triibung mehr gibt. Das Filtrat enthilt meist noch geringe 
Mengen von Ammoniak, Rhodan und Chrom, die von einer 
Zersetzung des Reineckesalzes herriihren; das Rhodan 1liBt 
sich leicht entfernen, wenn man die Lisung mit etwas Silber- 
sulfat kurz aufkocht. Durch Einleiten von Schwefelwasserstofi 
befreit man die Lésung von Kupfer und Silber. Das meist 
durch Chrom  gefiirbte Filtrat wird zur Abtrennung der 
Schwefelsiure mit Baryt gefillt; man nimmt einen Uberschuf 
an Baryt, kocht das Filtrat des Bariumsulfates auf und erhilt 
nach dem Filtrieren ein chromfreies, wasserhelles Filtrat, das 
man im Vakuum auf ein handliches Volumen bringt. Entfernt 
man hierauf quantitativ das noch vorhandene Barium und 
bringt man die Lésung im Vakuum zur Trockne, so hinter- 
bleibt ein weifer krystallinischer Riickstand: ein Gemisch aus 
1-Oxyprolin und 1-Prolin. 

Die Trennung des 1-Oxyprolin vom 1-Prolin liBt sich 
durch einfaches Behandeln mit absolutem Alkohol nicht quan- 
titativ durchfiihren. Die alkoholische Prolinlésung enthilt 
nimlich immer kleine Anteile an Oxyprolin; dagegen besteht 
der in dem absoluten Alkohol unlésliche Riickstand meist aus 
reinem 1-Oxyprolin. Wir konnten auch feststellen, daB das 
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durch Spuren von |-Oxyprolin verunreinigte und schwer von 
ihm abtrennbare 1-Prolin andere Léslichkeitsverhiltnisse zeigt 
wie analysenreines 1-Prolin. Dieses ist niimlich keineswegs so 
leicht in absolutem Alkohol léslich, wie man nach den An- 
gaben des Schrifttums erwarten sollte. Nach unseren Beob- 
achtungen lésen sich bei 19° nur 1,55 g |-Prolin in 100g 
absolutem Alkohol. Die optische Drehung unseres 1-Prolin 
war etwas hodher als KE. Fischer‘“)‘) angibt; wir fanden 
fa|p = — 84,9°. 

Kine vollstiindige Reinigung des l-Prolin iiber sein Kupfer- 
salz ist kaum méglich; wir versuchten durch Sublimation des 
l-Prolin im Hochvakuum zu einem analysenreinen Produkt zu 
kommen; es sublimierte optimal bei 180° und 0,05 mm. Dieses 
Sublimat entsprach jedoch nicht unseren Erwartungen, es war 
nicht analysenrein. Ein wichtiges Kriterium der Reinheit ist 
auber der Kohlenwasserstoff- und Stickstoffanalyse und der 
optischen Drehung die Priifung auf Abwesenheit freier Amino- 
gruppen (bestimmt nach van Slyke). Ein gutes Hilfsmittel 
bei der priparativen Darstellung gréferer Mengen von reinem 
l-Prolin ist das Cadmiumchlorid. Seine alkoholische Lésung 
schligt aus einer oxyprolinhaltigen alkoholischen Prolinlésung 
eine Molekiilverbindung nieder, die aus Cadmiumchlorid und 
1-Prolin besteht, wihrend das l-Oxyprolin in der Mutterlauge 
zuriickbleibt. Die 1-Prolin—Cadmiumverbindung lést sich sehr 
: leicht in Wasser, sehr schwer dagegen in Alkohol. WaBrige 
Oxyprolinlésungen geben mit alkoholischer Cadmiumchlorid- 
lésung keinen Niederschlag. 

Die 1-Prolin-—Cadmiumverbindung fillt manchmal zuerst 
élig aus, sie wird aber nach kurzer Zeit fest und krystallin; 
mit Schwefelwasserstoff liBt sie sich zerlegen. Die Reinigung 
unsauberer Prolinlésung iiber die Cadmiumverbindung hat sich 
cut bewihrt, wir ziehen sie der Fallungsmethode, bei der die 
alkoholische Prolinlésung mit Ather versetzt wird, vor. Auch 
! ist das mit Ather aus alkoholischer Liésung niedergeschlagene 
’ Prolin gewoéhnlich 6élig und wenig krystallisationsfreudig. Ent- 
' halt die alkoholische Prolinlésung nur wenig Wasser oder ist 
der zur Fallung benutzte Ather nicht vollkommen trocken, so 
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bekommt man fast immer statt eines krystallisierten Prolin 
ein Ol, das nur schwer zur Krystallisation zu bringen ist. 

Pikrolonsiiure und Imidazoldicarbonsiure gehen weder 
mit l-Prolin noch mit l-Oxyprolin schwer lésliche Verbindungen 
ein. Dagegen gibt nicht nur das 1-Prolin, sondern auch das 
l-Oxyprolin ein gut krystallisiertes Pikrat; das 1-Prolinpikrat 
hat schon friiher Alexandroff®) im Kosselschen Laboratoriuin 
hergestellt. 


Versuchsteil, 


A. Darstellung des 1-Oxyprolin und 1-Prolin aus Gelatine- 
hydrolysat. 

200 g Gelatine (lufttrocken, Golddruck) werden mit 400 g 
konzentrierter Schwefelsiure und 800 ccm Wasser im Autoklaven 
hydrolysiert, bis die Lésung keine Biuretprobe mehr zeigt. 
Durch Zufiigen einer kochendheiBen Barytlésung zum Hydro- 
lysat wurde der gréSte Teil der Schwefelsiiure entfernt. Das 
schwach kongosaure, vom Bariumsulfat abgesaugte Filtrat ent- 
hielt 27,9 g Stickstoff (Kjeldahl). Es wurde im Vakuum auf 
400 ccm eingeengt. Das Arginin trennten wir als Flavianat 
ab, indem wir das Hydrolysat mit einer Loésung von 50 g 
Natriumflavianat in etwa 150 ccm H,O versetzten. Wir er- 
hielten 37 g Argininflavianat. Die fiir das Argininflavianat 
verwendeten Waschwisser werden eingeengt und mit der Haupt- 
menge des Hydrolysates auf ein Gesamtvolumen von 250 ccm 
gebracht (Vakuumdestillation). In diese auf 60° erwirmte 
kongosaure Lésung wird eine etwa 60° warme Lisung von 
235 g Reineckesalz in 2600 com Wasser langsam eingegossen. 
Es entsteht sofort eine starke Fillung; bis zum Erkalten der 
Fliissigkeit wird mechanisch gut geriihrt. Nach 15 stiindigem 
Stehen im Eisschrank wird abgesaugt und der rosarotgefarbte 
Niederschlag wird mit Wasser zu einem diinnen Brei angeriihrt 
und nochmals scharf abgesaugt. Nach dem ‘Trocknen im 
Vakuumexsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiiure und Phos- 
phorpentoxyd wog der Reineckatniederschlag 172 g. 

Zerlegung des Reineckatniederschlages. Der Nieder- 
schlag wird in 600 g heiBem Wasser, in dem 120 g analysen- 
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reines Kupfersulfat (CuSO,-5H,O) gelést waren, zerteilt; unter 
dfterem Umschiitteln und unter dauernder Warmhaltung (etwa 
70°) wird 2 Stunden lang ein miBiger Strom von Schwefel- 
dioxyd durchgeleitet. Kine abfiltrierte Reagensprobe mit etwas 
Kupfersulfat 5 Minuten lang gekocht, blieb jetzt klar. Nach 
dem Erkalten saugt man ab und wiischt den Niederschlag mit 
warmem Wasser, bis das Waschwasser farblos ist. Das tief- 
blau gefirbte Filtrat samt Waschwasser wird aufgekocht, in 
die kochende Lésung gibt man 3—5 g Silbersulfat. Nach dem 
Abkihlen muB das Filtrat rhodanfrei sein. Das Filtrat wird 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt; von den Metallsulfiden wird 
abfiltriert. Das durch Chrora gefiirbte Filtrat wird im Vakuum 
auf ein Volumen von 750 ccm gebracht. Man fiigt dann 180 g 
Bariumhydroxyd zu und erhitzt im Vakuum solange, bis die 
Lésung frei von Ammoniak ist. Dann saugt man ab, wiischt 
gut aus und gibt, falls die Lésung noch Chrom enthalt, zum 
Filtrat nochmals 20 g Baryt. Man kocht wieder auf, liBt er- 
kalten und saugt ab. Das Filtrat ist jetzt wasserhell. Durch 
vorsichtigen Zusatz von Schwefelsiure wird dann das Barium 
quantitativ abgeschieden. Die sulfat- und barytfreie Lisung 
bringt man hierauf im Vakuum zur Trockene. Den weiben 
krystallinischen Riickstand itibergieBt man mit 250 ccm abso- 
lutem Alkohol, laBt 24 Stunden stehen und saugt dann ab. 
Der ungeléste Riickstand ist 1-Oxyprolin, die Ausbeute be- 
trug 14 g. 

Die alkoholische Liésung wurde so lange mit einer kalt 
gesittigten Lésung von Cadmiumchlorid (in 96°/,igem Alkohol) 
versetzt, als damit noch ein Niederschlag entstand. Nach dem 
Absaugen und Trocknen im Vakuumexsiccator (iiber konzen- 
trierter Schwefelsiiure) wog der Niederschlag 20,5 g, diese Menge 
entspricht 7,5 g reinem 1-Prolin. 

Bei der Aufarbeitung groSer EKiweiBhydrolysatmengen 
krystallisiert beim Einengen der alkoholischen Prolinlésung das 
l-Prolin schon freiwillig aus; die Krystallisation wird wesentlich 
geférdert, wenn man wasserfreien Ather zufiigt. Hat man das 
auskrystallisierte 1-Prolin abgesaugt, so 1aBt sich aus der Mutter- 
lauge, aus der man den Ather abdestilliert hat, das noch vor- 
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handene 1-Prolin durch Zusatz einer alkoholischen Cadmium- 
chloridlésung fast quantitativ abtrennen. 


B. Verhalten zu Phosphorwolframsaure. 


Sowohl 1-Oxyprolin als auch 1-Prolin geben mit Phos- 
phorwolframsiiure Niederschliige. Aus 10ccm einer Lésung 
von 0,115 ¢ 1-Polin (?/,,,, Mol.) in 10ccm 4 volumprozentiger 
Schwefelsiure mit 3ccm einer 40 °/, igen Phosphorwolframsiure 
bildete sich im Verlaufe von 5 Stunden ein Niederschlag, der 
nach dem Trocknen 0,483 g wog. Im Filtrat waren 6,65 mg N 
(Kjeldahl) enthalten; dies entspricht 55 mg Prolin. In der 
oben genannten Konzentration fallen also mit Phosphorwolfram- 
siiure etwa 50°/, des gelisten Prolin. Um zu sehen, ob die 
Anwesenheit von Monoaminosiuren einen KinfluB auf die Phos- 
phorwolframsiurefallung des Prolin hat, lésten wir die gleiche 
Menge 1-Prolin (0,115 g) in 10ccm eines Gelatinehydrolysates, 
das 4 Volumprozent Schwefelsiiure und 28,5 mg Stickstoft ent- 
hielt; diesem Gelatinehydrolysat waren vorher Arginin, Histidin 
und Lysin durch Phosphorwolframsiiure entzogen worden, die 
Phosphorwolframséure war dann wieder entfernt und das ur- 
spriingliche Volumen wieder hergestellt worden. Nach Zusatz 
des l-Prolin zu diesem Gelatinehydrolysat wurde — wie oben — 
mit Phosphorwolframsiure gefallt; der Niederschlag wurde nach 
5 Stunden abgesaugt und getrocknet, er wog 0,473 g. Das 
Kiltrat enthielt 34,9mg Stickstoff (Kjeldahl). Nach Abzug 
des auf die Monoaminosiuren entfallenden Stickstofis verbleiben 
64mg N=53mg Prolin. Es scheint also, daf& die Gegen- 
wart der Monoaminoséuren die Fillbarkeit des Prolin durch 
Phosphorwolframsiiure nicht beeinfluBt; allerdings ist sie nur 
unvollstindig. 

Ahnliche Versuche haben wir mit einer schwefe!sauren 
1-Oxyprolinlésung ausgefiihrt, die 0,13 g 1-Oxyprolin ('/,,,, Mol.) 
in 5cem enthielt. Nach Zusatz von 3ccm Phosphorwolfram- 
siurelésung und 5stiindigem Stehenlassen wurde der Nieder- 
schlag abgesaugt und getrocknet. Er wog 0,524g. Das Filtrat 
enthielt 6,84mg N = 84mg Oxyprolin. Es lieB sich also nur 
etwa 40°/, des vorhandenen Oxyprolin mit Phosphorwolfram- 
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siure ausfillen. Im Vergleichsversuch wurden 0,13 g 1-Oxy- 
prolin in 5ccm des Gelatinehydrolysates, das 14,25 mg N ent- 
hielt und dessen Beschaffenheit oben beschrieben wurde, ge- 
lést und wieder mit 38ccm Phosphorwolframsiurelésung ver- 
setzt. Nach 5stiindigem Stehen wurde der Niederschlag ab- 
gesaugt; er wog nach dem Trocknen 0,530 g; das Filtrat ent- 
hielt 21,0mg N (Kjeldahl), wovon 14,25mg dem Gelatine- 
hydrolysat entstammen. Das Ergebnis ist das gleiche wie im 
Prolinversuch; die Fillbarkeit des 1-Oxyprolin durch Phosphor- 
wolframsaiure wird durch die Gegenwart der Monoaminosiuren 
nicht beeinfluBt. 


C. 1-Prolin C,4,0,N. 
4,935 mg Substanz gaben 9,440 mg CO,, 3,370 mg H,0O. 


Ber. C 52,14 °/, H 7,88 °/, 
Gef. ,, 52,17 -» 1,64 
4,090 mg Substanz gaben 0.427 ccm N (756 mm, 22 °). 
Ber. N 12,17 °/, Gef. N 12,02 °/,. 


Titration in alkoholischer Liésung. 
0,1173 g 1-Prolin in 60 ccm absolutem Alkohol gelést; Phe- 
nolphthalein als Indikator. Mit wiBriger n/1-NaOH titriert. 
Gef. 1,01 cem n/i-NaOH Ber. 1,02 eem n/1-NaOH. 


Optische Drehung. 
WaBrige Lisung: 
[a}7o° = — 14,08° x 17,8436 / 1,023 x 0,6335 x 2 = — 84,9 , 
Die im Scbrifttum angegebenen Werte fiir natiirliches 1-Prolin 
sind etwas niedriger; nach KE. Fischer’) [¢]p,°= —77,4°, nach 
A. Kossel und Dakin?) [¢]p =— 77° Fir synthetisches 
|-Prolin fanden EK. Fischer und G. Zemplén*) —80,9°. 
Alkalische Lésung (8ccm n/l-NaQH und Wasser): 
[«]3°° = — 10,88° x 5,8251 / 1,060 x 0,3139 x 2 =— 95,24°. 
Nach E. Fischer’) [@]j°’ = — 83,48° fir natiirliches, [@]i°° = 
— 98,0° fiir synthetisches 1-Prolin in alkalischer Lésung. 
Salzsaure Lésung (20°/,ige Salzsiure, spez. Gew. 1,104): 
[a]2°° = — 8,80° x 4,8921 / 1,124 x 0,8529 x 2 =— 54,46", 
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Nach KE. Fischer’) [@]j”’ = — 46,53° fiir natiirliches 1-Prolin 
in salzsaurer Liésung. 
Loéslichkeit. 
Schiittelt man 1-Prolin 3 Stunden lang mit absoiutem 
Alkohol bei 19°, so erhilt man eine Lésung, die in 100 ¢ 
1,5¢ 1-Prolin enthialt. 


In 6cem absolutem Alkohol wurden durch Erwirmen auf 


40° 0,1726 g 1-Prolin gelést; in dieser warmen Lésung konnten 
noch 0,0096¢ 1-Oxyprolin gelést werden, wihrend von einer 
40° warmen Liésung, die 0,1726¢ Prolin in 12 ccm absolutem 
Alkohol enthielt, nur 0,6066 g Oxyprolin aufgenommen wurden. 
Das im Alkohol sehr schwer lésliche 1-Oxyprolin ist also in 


einer konzentrierten Prolinlésung leichter léslich als in einer 


verdiinnteren. Dieser Umstand ist in Betracht zu ziehen, wenn 
man einem Gemisch von Prolin und Oxyprolin das Prolin durch 
Extraktion mit absolutem Alkohol entziehen will. Aus heiBem 
n-Propyl- und n-Butylalkohol li8t sich 1-Prolin gut umkrystal- 
lisieren. 
gtagpeaee 
28,490 mg Substanz gaben 7,730 mg CuO. 

Ber. Cu 21,79 °/, Gef. Cu 21,68 °/,. 


1-Prolin-Kupfersalz C 


1-Prolin-Cadmiumchlorid-Verbindung 
C,H,O,N-CdCl, - H,0. 

0,23 g 1-Prolin (1/,,, Mol.) wurden in 15cem absolutem 
Alkohol hei® gelést; der heiBen Liésung werden 30ccm einer 
kaltgesiittigten alkoholischen Cadmiumchloridlésung (96 °/, iger 
Alkohol) zugefiigt. Schon in der Hitze bildet sich ein fein 
krystalliner Niederschlag, der beim Erkalten und bei Hiskithlung 
noch stirker wird. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit 
96 °/,igem Alkohol gewaschen und im Exsiccator tiber konzen- 
trierte H,SO, getrocknet. Ausbeute 0,58 g = 92°/, der Theorie. 
Die Substanz krystallisiert in diiunen gut ausgebildeten langen 
Prismen, in der Liingsrichtung ungefihr 5° ausléschend. Sie 
ist in Wasser und Kisessig leicht léslich, in Methyl- und Athyl- 
alkohol fast unléslich; in Aceton, Chloroform, Benzol, Petro!- 
iither unldslich. 
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4,890 mg Substanz gaben 3,400 mg CO,, 1,600 mg H,O. 
Ber. C 18,96 %/, H 3,50 °/, 
Gef. ,, 18,96 ., 3,66 
6,250 mg Substanz gaben 0,238 com N.(752 mm, 20°). 
Ber. N 4,43 °/, Gef. N 4,38°/,. 
0,3646 ¢ Substanz verloren. nach dem Troeknen im Hoechvakuum 
bei 110° 0,0215 g H,0. 


Ber. H,O 5,69 °/, Gef. H,O 5,90 °,. 
0,2913 ¢ Substanz gaben 0,1996 g CdSO, (als Sulfid gefiillt), 
Ber. Cd 35,51 °/, Gef. Cd 35,27 °/,. 


1-Prolinpikrat C,,H,,0,N,. 


“aa 3's 
Das 1-Prolinpikrat wurde nach den Angaben von Alexan- 
droff®) hergestellt, indem wir zu einer hei®en alkoholischen 
Prolinlésung eine heiBe Pikrinsiure—Kisessiglésung gaben. Beim 
Erkalten krystallisierte das Pikrat in schénen Nadeln aus; ein 
Zusatz von Ather machte sich dabei nicht notwendig. Schmelz- 
punkt 152—154° (unkorr.). 


4,780 mg Substanz gaben 6,720 mg CO,, 1,530 mg H,O. 


Ber. C 38,87 °/, H 3,52 °%/, 
Gef. ,, 38,34 y 3,58 


5,180 mg Substanz gaben 0,737 cem N (755 mm, 20°). 
Ber. N 16,28 °/, Gef. 16,47 °),. 


1-Prolin-Reineckat C,H,O,N-C,H,N,S,Cr. 


0,5755 g 1-Prolin (7/,,, Mol.) wurden in 10 ccm H,O geldst; 
dazu wurde eine warme Liésung von 1,7g Reineckesalz in 
30 ccm Wasser gegeben und schlieBlich Salzsiiure bis zur 
kongosauren Reaktion. Es entstand sofort ein krystalliner 
Niederschlag; er stand 12Stunden bei 12°, wurde dann ab- 
gesaugt, mit Wasser gewaschen und im Exsiccator iiber konzen- 
trierter Schwefelsiiure getrocknet. Er wog 1,46g. In dem 
auf 60° erwirmten Filtrat des Prolin-Reineckates wurde noch 
0,4¢ Reineckesalz gelést und die Lésung durch Vakuumdestil- 
lation auf 20ccm gebracht; aus dieser eingeengten Liésung 
krystallisierte noch 0,35 ¢ Prolin-Reineckat aus, so da die 
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gesamte Ausbeute 1,81 g = 84°/, der Theorie betrug. Nadeln, 
die scharf bei 199° (unkorr.) unter Zersetzung schmolzen. Bei 19° 
lésen sich 0,52g in 100 Teilen Wasser. Leicht léslich in 
Aceton, Alkohol, sehr schwer léslich in Essigester, unldslich 
in Hisessig, Benzol, Petroliither, Ather, Chloroform. Krystalli- 
siert in biischelformig angeordneten Nadeln, die sich beim 
langsamen Krystallisieren zu rechtwinkligen abgestumpften 
Prismen ausbilden, welche in Liingsrichtung ausléschen und 
optisch aktiv sind. 

Auf Grund unserer Analysen ergibt sich, daB das 1-Prolin- 
Reineckat 1 Mol. Prolin und 1 Mol. Reineckesiure enthilt. 


Kjeldahl: 0,1311 g Substanz verbrauchten 21,59 n/10-H,SQ,. 
Ber. N 22,57°), Gef. N 23,07, 
Schwefel: 0,0821 g Substanz gaben 0,1749 g BaSQ,. 
Ber. S 29,53°/, Gef. S 29,26 °), 
Chrom: 0,1169 g Substanz gaben 0,0208 g Cr,Q3. 
Ber. Cr 11,97°/, Gef. Cr 12,19°/,. 


p-Toluolsulfo-l-Prolin C,,H,,O,NS. 


3,5 g 1-Prolin (°/,,, Mol.) wurden in 22ccm n/2- Natron- 
lauge gelést und mit einer Lisung von 7g p-Toluolsulfochlorid 
in 30ccm Ather 1 Stunde geschiittelt. In Zwischenriumen 
von 1 Stunde wurden noch dreimal je 20 ccm n/1-Natronlauge 
zugefiigt und zuletzt noch 2 Stunden lang geschiittelt. Die 
iitherische Schicht wurde abgetrennt und die waBrige Lésung 
mit konz. HCl bis zur kongosauren Reaktion versetzt. Das aus- 
fallende Ol erstarrt bei Kiskithlung zu rosettenférmigen Kry- 
stallen, die geringe Doppelbrechung zeigen. Schmelzp. 130° 
bis 133°, (unkorr.). Ausbeute 7,0g = 85°/, der Theorie. 
Leicht léslich in Alkohol, Aceton, Chloroform, Eisessig; 
schwer léslich in Ather, sehr schwer léslich in Wasser und 


Benzol, unléslich in Petrolither. 


4,745 mg Substanz gaben 9,290 mg CO,, 2,410 mg H,0. 


4,910 mg 7 5 0,218 eem N (753 mm, 19°). 
Ber. C 53,49°/, TI 5,62 °/, N 5,20°/, 
Gef. ., 53,40 , 5,68 y Dyl4 

















l-Oxyprolin und 1-Prolin. 


Prolin-carbonsaures Calcium. 


Die Reaktion wurde nach den Angaben von Siegfried | 
und Neumann") durchgefihrt. Wir gingen von 0,45 ¢ 
Prolin aus und fanden bei der Zerlegung 0,3215 g CaCO, und 
0,04616g N im Filtrat; daraus berechnet sich der Carbamino- 
quotient CO,:N 1:1,02. W.Sulze?*) fand in zwei Versuchen 
1:1,15 und 1:1,21. | 


2,4-Dinitrophenylprolin C,,H,,0,N,. 

1,15 ¢ 1-Prolin (1/,,, Mol.) wurden in einem 100 cem-Kolben 
mit 1,68g NaHCO, ('/,,, Mol.) und 6cem H,O bis zur Lisung 
erhitzt. Zufiigen einer Lésung von 2,02¢ 1-Chlor-2,4-dinitro- 
benzol in 15ccm 96°/, igem Alkohol; 3 Stunden unter Riick- 
fluSkihlung auf dem Wasserbad erhitzt. Filtrieren und in | 
offener Schale auf dem Wasserbad erhitzen, bis der Alkohol / 
entfernt ist. Aufnehmen mit etwa 30ccm kaltem Wasser, fil- 
trieren, zum Sieden erhitzen und in der Hitze mit 2n-Salz- 
sure versetzen; es fiel ein braungelbes Ol aus, das bei etwa 
10° erstarrte. Absaugen und mit Wasser waschen. Der Riick- 








a a ee ee 


‘A stand wurde in 50 ccm Hisessig gelést und bis zur bleibenden 
a Triibung mit Wasser versetzt. Ks fiel zuniichst eine geringe 
2 Menge eines braunen Harzes aus, das abgetrennt wurde; es 
a lieB sich nicht zur Krystallisation bringen. Im Filtrat davon I 
aig bildeten sich im Verlauf der nichsten 5 Tage goldgelbe Krystalle: i 
1S sie wogen nach dem T'rocknen iiber konzentrierter Schwefel- i 
of siiure im Vakuumexsiccator 2,13g. Die Ausbeute betriigt 76 °/, i 
Y° | der Theorie. Das Produkt war analysenrein; es schmilzt bei i 
p" 136° (unkorr.), krystallisiert in derben, gut ausgebildeten sechs- \ 
| seitigen Tafeln mit schwacher Doppelbrechung; die Substanz | 
6 ist sehr leicht léslich in Alkohol, Chloroform, Aceton, unldéslich a 
nd} in Benzol. ; f 
4,695 mg Substanz gaben 8,070 mg CO,, 1,670 mg H,0. Ps 
4,260 mg ‘ » 0,554 cem N (745 mm, 18°). . 
Ber. C 46,96), H 3,95°/, N 14,95%, . 
Gef. ,, 46,88 » 3,98 » 14,95. 4 


Der Versuch, auf gleiche Weise eine Dinitrophenylverbin- if 
dung des 1-Oxyprolin herzustellen, gelang nicht, auch dann 
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nicht, als statt der Behandlung auf dem Wassserbad die Lé- 
sungen im Vakuum eingedampft wurden. 


D. 1-Oxyprolin C,H,0.N. 
3,973 mg Substanz gaben 6,660 mg CO,, 2,340 mg H,O. 
Ber. C 45,77°/, H 6,92°/, 
Gef. ,, 45,72 , 6,59 
3,377 mg Substanz gaben 0,312 cem N (749 mm, 18°). 
Ber. N 10,69°/, Gef. N 10,68°,. 


Titration in alkoholischer Lésung. 

0,1638 g 1-Oxyprolin in 1ccm H,O gelést; dazu 100 ccm 
absoluter Alkohol und Phenolphthalein. Mit waBriger n/1- 
NaOH titriert. 

Gef. 1,24 ccm n/1-NaOH Ber. 1,25 cem n/1-NaQOH. 


Optische Drehung. 
WiBrige Lésung: 
[u]2,° = — 10,84° x 1,150 / 1,051 x 0,1688 = — 80,60°. 
Der von uns gefundene Wert ist etwas niedriger als der von 
K. Fischer!) angegebene Wert ([@]j,° = — 81,04°), der bisher 
nur einmal gefunden wurde. 


ais a : é ma emiiey Ae ‘ie. NI 1 
1-Oxyprolin—Kupfersaiz C,,H,,O,N,Cu. 
12,450 mg Substanz gaben 3,060 mg CuO. 
Ber. Cu 19,66°/, Gef. Cu 19,66 °/o. 


Oxyprolin-Chlorhydrat C,H,O,N-HCL. 

Zur Darstellung wird eine aliquote Menge 1-Oxyprolin in 
der doppelten Gewichtsmenge Wasser gelést, dann zuerst bei 
gsewohnlicher Temperatur, schlieBlich bei 0° Salzsiiuregas bis 
zur Siittigung eingeleitet; das Chlorhydrat fallt zum gréBten 
Teil aus. Der abgesaugte Niederschlag wird mit absolutem 
Alkohol und absolutem Ather gewaschen. Aus dem Filtrat fallt 
noch eine kleine Menge des Chlorhydrates aus. Beim Er- 
hitzen im Schmelzpunktréhrchen zersetzt sich das Chlorhydrat 
oberhalb 190° Die Ausbeute an 1-Oxypretinchlorhydrat ist 
quantitativ. Die Substanz ist in Wasser sehr leicht léslich, in 
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Alkohol schwer, in Eisessig und Essigester sehr schwer léslich, 
in den anderen organischen Liésungsmitteln unléslich. 
Alkoholische Titration: 0,1675 g 1-Oxyprolinchlor- 
hydrat ("/j9.9 Mol.) wurden in 100 ccm absolutem Alkohol sus- 
pendiert und nach Zugabe yon Phenolphthalein mit n/1-NaOH 
titriert. 
Gef. NaOH 1,98 cm Ber. NaOH 2,0 cem. 
4,784 mg Substanz gaben 6,310 mg CO,, 2,510 mg H,O. 
4,315 mg i » 0,309 cem N (753 mm, 21°). 
Ber. C 35,81°/, H 6,02 °/ N 8,36°/, 


= LG 


Gef. ,, 35,96 , 5,87 .. 8,29. 


1-Oxyprolinpikrat C,,H,,0,,N,. 

0,26 g 1-Oxyprolin (?/,,., Mol) wurden in 1eccm Wasser 
gelést und mit 5ccm einer heifen Pikrinsiure—LHisessiglésung, 
die kaltgesittigt war, versetzt. Wihrend des Erkaltens schieden 
sich nadeltérmige Krystalle aus; sie wurden abgesaugt, mit 
Ather gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber konzentrierter 
Schwefelsiure getrocknet. Aus dem Filtrat lieB sich durch 
Zusatz von Ather noch eine kleine Menge herausholen, so da 
die Gesamtausbeute von 0,7 g nahezu dem theoretischen Wert 
entsprach. Feine biischelformig angeordnete lange Nadeln. 
Schmelzp. 188° (unkorr.). Das 1-Oxyprolinpikrat ist leicht lés- 
lich in Wasser, schwer léslich in Alkohol, Aceton, Kisessig, 
Essigester, unléslich in Ather, Petroliither, Chloroform, Benzol. 

4,570 mg Substanz gaben 6,130 mg CO,, 1,420 mg H,0O. 


Ber. C 36,65 °/, H 3,36, 
Gef. ., 36,66 . 8,49 
3,823 mg Substanz gaben 0,447 ccm N (759mm, 18°). 
Ber. N 15,56, Gef. N 15,55 °,. 


1-Oxyprolin-Reineckat 
C,H,O,N-C,H,N,S,Cr-C,H, .N,S,Cr-3 H,0. 
0,656 g 1-Oxyprolin ('/,,, Mol) in 6cem Wasser gelést; 
dazu gibt man eine auf 60° erwirmte Lisung von 4 ¢ Reinecke- 
salz in 55cem Wasser und so viel Salzsiiure, bis die Lésung 
kongosauer reagiert. Es entsteht sofort ein krystalliner Nieder- 
Schlag, der 12 Stunden bei 12° stehen blieb, dann abgesaugt 
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und mit Wasser gewaschen wurde. Nach dem Trocknen im 
Exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure wog er 3,35 ¢g 
= 79°/, der Theorie. Bei 20° lésen sich 1,13 g in 100g Wasser. 
Die Substanz schmilzt bei 248° (unkorr.) unter Zersetzung; 
sie ist leicht léslich in Alkohol und Aceton, schwer léslich in 
Essigester, unléslich in Kisessig, Benzol, Petroliither, Ather, 
Chloroform. Die Substanz bildet Krystallaggregate aus zahl- 
reichen rechteckigen Tafeln, die der Linge nach ausléschen 
und optisch aktiv sind. 

Aus unseren Analysen ergibt sich, daB die 1-Oxyprolin- 
Reineckatverbindung 1 Mol. 1-Oxyprolin, 1 Mol. Reineckesiure, 
1 Mol. Reineckesalz und 3 Mol. Krystallwasser enthilt. 

Kjeldahl: 0,1675 g Substanz verbrauchten 27,84 n/10-H,SO,. 

Ber. N 23,32 °/, Gef. N 23,28°/). 

Schwefel: 0,1057 g Substanz gaben 0,2306 g BaSQ,. 

Ber. S 30,51, Gef. S 29,95°,. 

Chrom: 0,2025 g Substanz gaben 0,0379 g Cr,O,. 

Ber. Cr 12,37°/, Gef. Cr 12,80°/,. 

Krystallwasser: 0,4032 g Substanz gaben 0.0257 g H,0. 

Ber. H,O 6,43°/, Gef. H,O 6,38°/,. 

5,15 mg Substanz gaben 3,84 mg CQ,, 1,69 mg H,0. 
C,,HogN,,O,;53Cr, (wasserfrei) Ber. C 19,82°/, H 8,38, 

Gef. ,, 20,34 » O67. 
1-Oxyprolin-carbonsaures Calcium. Z 

Die Reaktion wurde wie beim Prolin ebenfalls nach den J ¢ 
Angaben von Siegfried und Neumann?!) durchgefiihrt. Wir 
gingen von0,4¢ 1-Oxyprolin aus. Gefundene Menge CaCO, 0,2915¢: 
im Filtrat 0,04198g N. Demnach Quotient CO,:N 1: 1,02. 

Darstellung des Reineckesalzes®) (SCN),Cr(NH,), »NH,,. 

200 g Ammoniumrhodanat werden in der Porzellanschale 
iiber einem kriiftigen Bunsenbrenner geschmolzen; dann wird 
in méglichst kleinen Portionen 34 g fein gepulvertes Ammonium- 
bichromat zugegeben. Die geschmolzene dunkelviolette Massef 
wird wihrend des Abkihlens mit dem Glasstab geriihrt. Ist 
sie vollig erkaltet, so wird sie im Mérser fein zerrieben, mii de: 
150cem Wasser ausgelaugt und abgesaugt. Das Filtrat wirdf Uy 
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weggegossen. Der Niederschlag wird in 400ccm Wasser ge- 
bracht, auf 50° erwirmt und bei dieser Temperatur wird rasch 
abgesaugt. In dem eisgekiihlten Filtrat krystallisiert das 
Reineckesalz rasch aus. Um es vollkommen rein zu bekommen, 
muB es noch dreimal aus Wasser bei 50° umkrystallisiert 
werden. Ausbeute etwa 15 g. Es krystallisiert mit 1 Mol. 
Wasser, gibt aber selbst nach langerem Trocknen im Hoch- 
akuum tiber P,O, und KOH bei 110° sein Krystallwasser 
nicht vollstandig ab. Die Stickstofibestimmung nach Dumas 
gibt keme befriedigende Werte, wohl aber eignet sich die 
Kohlenwasserstoffbestimmung zur Analyse des Reineckesalzes. 
Die gefundenen Werte fiir Chrom sind in der Regel zu hoch. 

4,686mg Substanz gaben 2,445 mg CO,, 1,440mg H,O, 1,084 mg Cr,0,. 

C,H,,N,S,Cr Ber. C 14,28 °/, H 3,00°/, Cr 15,47°/, 
Gef. ,, 14,24 » 8,44 15,83. 


Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
0,1510 g Substanz verbrauchten 27,7 cem n/10-Siure. 
Gef. N 27,65°/, Ber. N 27,66 °/, N. 


Zusammenfassung. 


Dem physiologischen Chemiker bietet die Reineckesiiure 
ein brauchbares Reagens zur Darstellung des bisher schwer 
zuginglichen 1-Oxyprolin und 1-Prolin. In Hydrolysaten von 
Gelatine, denen das Arginin als Flavianat (Methode Kossel 
und Gross*) entzogen wurde, lassen sich 1-Oxyprolin und 
1-Prolin als krystallisierte Reineckatverbindungen niederschlagen. 
In dem Umstand, daB durch die Anwesenheit der Flaviansiure 
die Isolierung des Oxyprolin- und Prolin-Reineckates nicht be- 
hindert wird, liegt ein Vorteil der neuen Methode. Sie erlaubt 
es also, die wertvollen Kiweifbausteine d-Arginin, ]-Oxyprolin 
un@ 1-Prolin in einem Arbeitsgang aus Hiweifhydrolysaten zu 
isolieren. Das Anwendungsgebiet der Reineckesiiure als physio- 


logisch-chemisches Reagens lift sich noch erweitern. 


Der Justus-Liebig-Gesellschaft und der Notgemeinschaft 


if der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir die uns gewihrte 


Unterstiitzung zu groBem Danke verpflichtet. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX. 21 
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